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MUERTE CELULAR 
 
La evolución ha dotado a los organismos pluricelulares de complejos y precisos 
mecanismos de control que permiten la regulación de procesos tan importantes como 
proliferación, diferenciación y muerte celular, gracias a los cuales los seres vivos 
pueden mantener el equilibrio celular interno del organismo u homeostasis de los 
tejidos. Durante el proceso evolutivo se han desarrollado mecanismos para la 
eliminación de células anormales, peligrosas u originadas en exceso, para evitar el 
efecto perjudicial que éstas pudieran producir en el resto del individuo. Estos 
mecanismos participan en procesos tan diversos como el desarrollo embrionario, 
morfogénesis, remodelación tisular o respuesta inmune. 
La idea de la existencia de un proceso de muerte celular de origen fisiológico o 
patológico fue desarrollada hace más de 160 años por Vogt (1842). Sin embargo, hubo 
que esperar muchos años para la aparición del término “muerte celular programada”, 
originado por Lockshin (1964), que hacía referencia a la muerte sufrida por ciertas 
células del nematodo Caenorhabditis elegans. Estos investigadores observaron que 
algunas células de éste gusano estaban programadas para morirse. En 1972, Kerr, 
Willie y Currie propusieron la clasificación de los procesos de muerte en dos amplias 
categorías. El término de necrosis, que por entonces englobaba todas las formas de 
muerte, pasó a denominar un tipo de muerte rápida y violenta observada tras una 
alteración ambiental severa. En contraposición, aparecía el término de origen griego 
apoptosis, que significa la caída de la hoja, y que englobaba un proceso de muerte 
más controlado que desempeñaría una función complementaria a la mitosis en la 
regulación de las poblaciones celulares. Actualmente se sabe que tanto la apoptosis 
como la necrosis se producen en los organismos desde la fase embrionaria hasta la 
senescencia del organismo adulto. 
La apoptosis se define como un proceso de suicidio celular, genéticamente 
controlado, caracterizado por la síntesis de nuevas macromoleculas en algunos casos, 
una gran demanda energética, y unas características morfológicas y bioquímicas 
fácilmente distinguibles. Este proceso de muerte puede originarse fisiológicamente, 
como en el desarrollo y la homeostasis de linfocitos (Rathmell y Thompson, 2002), o 
como respuesta a situaciones traumáticas tales como exposiciones a drogas 
antitumorales (Hickman, 1992; Troyano y col., 2001), metales pesados (Galan y col., 
2000; Miguel y col., 2005), hipertermia, sustancias oxidantes, infecciones virales, etc. 
Alteraciones en el desarrollo de la apoptosis son la causa de un gran número de 
patologías humanas de extrema gravedad como cáncer, enfermedades autoinmunes, 
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Alzheimer, Parkinson, SIDA, etc…(Barr y Tomei, 1994; Cotman y Anderson, 1995; 
Thompson, 1995; Hanahan y Weinberg, 2000). 
Tanto los mecanismos de regulación como los rasgos morfológicos y bioquímicos 
observados durante la ejecución del proceso de apoptosis están altamente 
conservados a lo largo de la evolución, por ello, la apoptosis observada en el gusano 
C.elegans es muy similar a la sufrida por células de mamífero (Mlejnek y Prochazka, 
2002). 
En contraposición a la apoptosis, a la necrosis se le consideró un proceso pasivo y 
no fisiológico originado por un daño celular severo, en la mayoría de las ocasiones 
más importantes que el inductor de apoptosis. Posteriormente se ha demostrado que 
ambos tipos de muerte pueden coexistir en un mismo tejido (Ledda-Columbano y col., 
1991). Los desencadenantes típicos de la necrosis son traumatismos químicos o 
físicos severos (Wyllie, 1987) que aunque inicialmente se describieron como procesos 
puramente pasivos, periódicamente aparecen artículos que muestran la existencia de 
mecanismos de regulación comunes a los observados en apoptosis, como por ejemplo 
la pérdida de potencial de membrana mitocondrial (Lemasters y col., 1999) o la 
oxidación celular (Hampton y Orrenius, 1997). Además tanto la apoptosis como la 
necrosis pueden ser inducidas por el mismo estímulo en una misma línea celular, 
dependiendo de las circunstancias experimentales (Eguchi y col., 1997; Guenal y col., 
1997; Zhan y col., 1999). 
Las características generales de la muerte apoptótica y necrótica son 
 
APOPTOSIS NECROSIS 
Proceso energéticamente activo 
(dependiente de ATP) 
Proceso energéticamente pasivo 
Compactación celular Aumento volumen celular 
Mantenimiento estructural de orgánulos Rápida lisis de orgánulos 
Mantenimiento de la funcionalidad de la 
membrana plasmática 
Rotura rápida de la membrana 
plasmática 
Fagocitosis de cuerpos apoptóticos que 
evita el desarrollo de un proceso 
inflamatorio 
Lisis celular, producción de 
inflamación y daños a células 
vecinas 
Pérdida del contacto célula-célula Mantenimiento de uniones celulares 
 
                                                                                                           Introducción 
 - 3 -
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Características morfológicas y bioquímicas de la apoptosis y necrosis. 
 
 
1. Apoptosis 
 
Independientemente del agente inductor que desencadene el proceso de 
apoptosis, las células que sufren este tipo de muerte comparten una serie de 
características propias fácilmente distinguibles. La función principal de la apoptosis es 
la eliminación selectiva de una célula, evitando, a toda costa, el daño a las células 
adyacentes. Por este motivo, una de las características más importantes de la 
apoptosis es el mantenimiento íntegro de la funcionalidad de membrana plasmática 
que evita la salida del contenido intracelular al exterior. En los cultivos celulares in 
vitro, debido a la falta de células con capacidad fagocítica que eliminen los residuos 
celulares originados durante este tipo de muerte, las células apoptóticas pueden 
presentar en las últimas fases de este proceso daños en su membrana plasmática del 
mismo modo que las células que han sufrido necrosis, lo que se denomina necrosis 
secundaria, para diferenciarla de la necrosis genuina denominada necrosis primaria. 
La membrana de una célula apoptótica, además sufre la aparición de una serie de 
ondulaciones en su superficie que en inglés se denomina blebbing.  
NECROSIS APOPTOSIS
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Otra característica típica del proceso apoptótico es la condensación citoplasmática 
observada, fruto de la pérdida de iones K+, Cl-, e iones inorgánicos. La pérdida de 
estos iones va acompañada de la pérdida de agua que origina la disminución del 
volumen celular (Maeno y col., 2000). Además, este proceso se acompaña de una 
serie de alteraciones bioquímicas como es el cambio en la localización de ciertos 
fosfolípidos de la membrana plasmática, en concreto la externalización de fosfatidil 
serina. Este fosfolípido, originalmente enclavado en la cara interna de la membrana 
plasmática, tras su translocación, marcará a los macrófagos la existencia de cuerpos 
apoptóticos (descritos a continuación) que, junto con la reducción del volumen 
anteriormente comentado, facilitará la retirada por fagocitosis de las células muertas 
por apoptosis (Fadok y col., 1992). 
Otro rasgo distintivo de la apoptosis es la condensación y posterior fragmentación 
internucleosomal del ADN observada en el proceso de muerte, que como principal 
efecto originará la incapacidad celular para la replicación. Sin embargo, el evento 
bioquímico más importante observado durante la apoptosis y responsable de las 
mayorías de las alteraciones anteriormente mencionadas es la rotura específica de 
infinidad de proteínas celulares llevada a cabo por una familia de cistein-proteasas 
denominadas caspasas, que se encargan del desmantelamiento celular. Estas 
proteasas son responsables entre otras cosas, de la desintegración del citoesqueleto, 
la eliminación del contacto célula-célula, el desmantelamiento de la lámina nuclear, la 
inhibición de la replicación y de las señales de supervivencia o la activación de las 
endonucleasas encargadas de la degradación del ADN. Una vez finalizado este 
proceso de “autodigestión”, los restos celulares son englobados en unas estructuras 
típicas de apoptosis denominados cuerpos apoptóticos. Estas unidades están 
compuestas por restos de citoplasma, orgánulos y fragmentos de cromatina que son 
envueltos en restos de membrana plasmática. Posteriormente, y antes de que su 
contenido entre en contacto con el medio extracelular, los cuerpos apoptóticos son 
fagocitados por células del sistema inmune impidiendo el desarrollo de una respuesta 
inflamatoria que dañe a las células más cercanas. Esta característica es fundamental 
para evitar el daño tisular que originaría la liberación al medio extracelular del 
contenido citoplasmático de las aproximadamente 100.000 células que en cada 
segundo mueren durante la vida del ser humano (Vaux y Korsmeyer, 1999). 
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2. Necrosis 
 
Las características de este tipo de muerte son el incremento de volumen 
mitocondrial, la aparición de vacuolas citoplasmáticas, la pronta destrucción de 
orgánulos y la rápida pérdida de funcionalidad de la membrana plasmática observada 
durante las primeras etapas de la necrosis. Este último evento tiene como 
consecuencia primordial el incremento de volumen celular y origina roturas en la 
membrana plasmática, produciéndose así un vertido del contenido intracelular al 
medio externo. Este hecho desencadena el desarrollo de una respuesta inflamatoria 
por parte del sistema inmune que afectará negativamente al tejido circundante a la 
célula necrótica. Como responsables del aumento de volumen celular observado en la 
necrosis se ha propuesto una serie de canales presentes en la mayoría de tipos 
celulares denominados canales catiónicos no selectivos (NSCC) (Barros y col., 2001a; 
Barros y col., 2001b). Estos autores sugieren que dichos canales permanecerían 
cerrados en células normales y su apertura estaría favorecida por especies reactivas 
del oxígeno y altas concentraciones citosólicas de Ca2+, siendo bloqueados por ATP. 
Según estos investigadores, tras una señal de muerte, la célula permitiría la activación 
de los canales K+ de la membrana plasmática, favoreciéndose la pérdida de este ión y 
originando la disminución de volumen observada en apoptosis. Al mismo tiempo, se 
activarían los canales NSCC que originarían el incremento de la concentración 
citosólica de Na+. Este aumento de Na+ activaría, en presencia de ATP, la ATPasa 
Na+/K+ de la membrana plasmática que permitiría la eliminación de Na+ 
intracitoplasmático, originándose un desequilibrio osmótico que conllevaría al aumento 
de volumen celular propio de la necrosis por una mayor captación de agua. Este hecho 
originaría además la lisis de orgánulos observada en las primeras etapas de la 
necrosis. 
Otra diferencia fenotípica entre apoptosis y necrosis, es el mantenimiento de las 
uniones celulares entre las células necróticas que difiere de la pérdida de adherencia y 
los contactos célula-célula observados en el caso de apoptosis (Majno y Joris, 1995). 
Otros autores afirman que en el desarrollo de la necrosis participan una serie de 
proteasas conocidas con el nombre de catepsinas. Estas proteasas no específicas se 
encargarían de la degradación celular de una manera similar a las caspasas en el 
caso de la apoptosis. Así altos niveles de calcio citosólico activarían la calpaina, 
proteasa dependiente de calcio, que facilitaría la liberación de captesina y otras 
hidrolasas de los lisosomas comenzando así la desintegración celular (Syntichaki y 
Tavernarakis, 2002). 
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Aunque en este apartado se han diferenciado perfectamente las características 
típicas de la apoptosis y la necrosis, en realidad existen procesos de muerte celular 
intermedios que difícilmente pueden ser clasificados como meramente apoptóticos o 
meramente necróticos al compartir alguna de las características fenotípicas de estos 
dos tipos de muerte (Leist y Jaattela, 2001). Un ejemplo de ello se observa con la 
inhibición de alguno de los mecanismos de regulación de la apoptosis, como es el 
caso de las caspasas. La inhibición de estas proteasas no inhibe la muerte celular en 
sí misma en la mayoría de los casos, y origina un tipo de muerte celular programada 
con características propias de la necrosis (Lemaire y col., 1998; Kitanaka y Kuchino, 
1999). 
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ELEMENTOS IMPLICADOS EN EL PROCESO DE APOPTOSIS 
 
1. Familia de proteínas caspasas 
 
Las caspasas (cisteín aspartato proteasas) constituyen una familia de proteasas 
altamente conservadas en la evolución. Las caspasas se sintetizan como proenzimas 
que contienen un predominio de una longitud variable que está unido a las 
subunidades enzimáticas. Cuando se produce la activación proteolítica, se libera el 
predominio y las subunidades enzimáticas sufren un cambio conformacional para 
constituir la enzima activa.  
Su principal función la tienen en las rutas apoptóticas e inflamatorias (Fischer y 
col., 2003; Shi, 2004; Launay y col., 2005), por esta razón se pueden asociar en dos 
subfamilias, dependiendo de la función fisiológica. Las caspasas encargadas del 
control del proceso inflamatorio engloba a las proteasas de la familia de la caspasa 1 
(caspasa 1, 4, 5, 11, 12). La subfamilia de la caspasa 3 (caspasa 3, 6, 7, 8, 9 y 10) 
engloba a los miembros de los procesos apoptóticos. Sin embargo, la descripción de la 
caspasa 2, que estructuralmente es muy similar a la familia de la caspasa 1 pero que 
está implicada en procesos apoptóticos, ha obligado a constituir un tercer grupo de 
caspasas.  
La estructura de la procaspasa esta formada por una región o dominio catalítico y 
otro regulador. La región catalítica de todas las caspasas se sitúa en el extremo C-
terminal del péptido y está constituida por dos subunidades: la subunidad mayor de la 
enzima activa con pesos muy variables, y la subunidad menor que se encuentra junto 
a la anterior. En ocasiones, entre estos dos dominios aparece un fragmento que puede 
ser eliminado durante el proceso de maduración de la caspasa. La región reguladora 
está localizada en el extremo N-terminal en una posición contigua a la subunidad 
mayor y es eliminada cuando se activa la proteasa. Su longitud es la característica 
diferencial entre los tres tipos de dominios conocidos y no suelen estar muy 
conservados aunque presenten fragmentos comunes que permiten la interacción entre 
proteínas. El dominio efector de muerte DED, (Death Effector Domain) descrito en 
caspasa 8 y 10 es el más largo, el dominio más corto lo presentan las caspasas 3, 6 y 
7 (péptido-N), y el dominio CARD (Caspase Activation and Recruiment Domain) 
presente en las caspasas 1, 2, 4, 5, 9, 11, 12. 
Las caspasas ejecutoras de la apoptosis (3, 6 y 7), que tienen todas ellas un 
predominio corto (péptido-N), están en la célula como dímeros, y requieren un proceso 
de corte en un residuo aspartato para generar dos subunidades grandes y dos 
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pequeñas. La enzima activa se forma por heterodimerización de estas subunidades, 
portando dos sitios activos. Estas son las caspasas efectoras más importantes que 
realizan los cortes de los sustratos celulares en el proceso de muerte celular, bien a 
otras procaspasas o a otras proteínas intracelulares, preferentemente en dominios 
efectores de muerte DED. 
Las caspasas iniciadoras de la apoptosis (2, 9, 8 y 10), que pueden presentar 
predominios largos (DED) e intermedios Cardone (1997), se encuentran en la célula 
como monómeros y requieren dimerización u oligomerización para su activación 
(Salvesen y Abrams, 2004). Generalmente, son activadas por agentes citotóxicos, 
generando una cascada de activaciones de otras caspasas o de otros substratos. Los 
dominios DED se caracterizan por la presencia de seis o siete α-hélices antiparalelas 
de carácter anfipático, las cuales permiten el reclutamiento de otras moléculas de 
señalización o moléculas adaptadoras formando grandes complejos proteicos que 
promueven las rutas de señalización apoptóticas o inflamatorias (Shi, 2004).  
Las caspasas activadas por citoquinas a través de receptor (1, 4 y 5), que 
presentan todas ellas predominios intermedios Cardone (1997), caracterizan la ruta 
extrínseca de apoptosis y también de los procesos inflamatorios.  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estructura general de una caspasa. 
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La activación de las caspasas, también puede ocurrir secundariamente al disparo 
de las rutas extrínsecas o intrínsecas de apoptosis (Lemasters, 2005; Chipuk y col., 
2006). Más de trescientas proteínas han sido caracterizadas como sustratos de 
caspasas. Receptores de membrana, reguladores citosólicos y proteínas nucleares 
son las dianas preferidas por las caspasas ejecutoras como caspasa 3, 6 y 7. (Marzo y 
col., 1998). 
 
2. Familia de proteínas Bcl-2 
 
Bcl-2 es un oncogén que se describe asociado a un locus de inmunoglobulinas 
mediante la translocación t(14:18) en linfomas foliculares (Bakhshi y col., 1985). Es el 
primer ejemplo de oncogén que inhibe la muerte celular, en lugar de promover la 
proliferación, como respuesta a múltiples estímulos fisiológicos y patológicos (Vaux y 
col., 1988; McDonnell y Korsmeyer, 1991). Así, la caracterización de Bcl-2 supuso la 
aparición de una nueva categoría de oncogenes, aquella que engloba proteínas con 
capacidad de prevenir muerte celular, en lugar de la capacidad de escapar al control 
de crecimiento. 
Estudios cristalográficos pusieron en evidencia la homología de determinados 
miembros de esta familia de proteínas con toxinas bacterianas capaces de formar 
poros en bicapas lipídicas (Muchmore y col., 1996), lo que las relacionó con el proceso 
de permeabilización de la membrana mitocondrial. No obstante, existen teorías que 
sitúan la acción de estas proteínas como reguladoras de la apertura del poro de 
transición mitocondrial (MTP) (Shimizu y col., 2000a; Shimizu y col., 2000b; Shimizu y 
Tsujimoto, 2000). 
Los miembros de esta familia de proteínas Bcl-2, término que proviene del inglés 
B-cell lymphoma/Leucemia 2 gene, se caracterizan por poseer uno o varios dominios 
de homología Bcl-2, Shou (2003), que se corresponden con secuencias α-hélice 
altamente conservadas. Esta superfamilia se divide en dos grupos en función de su 
capacidad de promover o inhibir la salida de proteínas proapoptóticas de la 
mitocondria o tres si se considera la función y el número de dominios homólogos (BH) 
de Bcl-2:  
- Los miembros antiapoptóticos como Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, A1, Bcl-W, tienen 
cuatro dominios BH (BH1 a BH4) (Boise y col., 1993; Kozopas y col., 1993). 
- La subfamilia Bax formada por los miembros proapoptóticos Bak, Bax, Bok y 
Mtd, poseen tres BH (BH1 a BH3). Los dominios BH1 y BH2 son muy similares 
a la toxina diftérica (Muchmore y col., 1996). 
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- La subfamilia “BH3-only” formada por los miembros proapoptóticos Bid, Bad, 
Bim, Bik, Blk, Hlk, NOXA o PUMA, se caracterizan por presentar un único 
dominio BH3 (Gross y col., 1999a). Recientemente se ha propuesto una 
división de este grupo en función de la acción del dominio BH3. Unos 
miembros actúan directamente como proteínas proapoptóticas, y otros, en 
cambio, lo harían de forma indirecta mediante una inactivación de las proteínas 
antiapoptóticas (Letai y col., 2002). 
Estas proteínas son capaces de formar homooligómeros o heterodímeros y de esta 
forma determinar la respuesta mitocondrial. Miembros antiapoptóticos como Bcl-2 o 
Bcl-XL tendrían como función impedir la acción de sus rivales proapoptóticos, 
secuestrando a sus homólogos e impidiendo su cambio de conformación, su 
oligomerización o la inserción en la mitocondria (Desagher y Martinou, 2000; Perez y 
White, 2000). En los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2 los dominios BH1, 
BH2 y BH3 estarían formando una estructura a modo de bolsillo hidrofóbico que 
ocultaría el dominio proapoptótico BH3 (Muchmore y col., 1996; Liang y Fesik, 1997) 
de forma que quedaría inhibido, impidiendo la oligomerización entre las proteínas 
proapotóticas (Chen y Tan, 1998; Kuwana y col., 2002). No obstante, se ha propuesto 
un mecanismo distinto por el cual las proteínas antiapoptóticas pueden bloquear la 
oligomerización de Bax y Bak, sin interferir en la interacción de éstas con otros 
miembros del grupo BH3 (Ruffolo y Shore, 2003). Se ha descrito también que Bcl-2 es 
capaz de regular la salida de calcio del retículo endoplásmico durante la muerte celular 
(Foyouzi-Youssefi y col., 2000). Por otro lado, se ha relacionado el aumento de la 
expresión de miembros antiapoptóticos de la familia de Bcl-2 con un desequilibrio del 
estado redox hacia una ambiente más reductor (Ellerby y col., 1996). 
El producto del gen bcl-x relacionado con el gen bcl-2, puede funcionar como un 
regulador de la apoptosis independientemente de Bcl-2. Del procesamiento alternativo 
del transcrito bcl-x, resultan dos mRNAs de tamaño distinto. El producto del mRNA 
más grande, Bcl-xL, es similar en tamaño y estructura a Bcl-2 y el más pequeño, Bcl-xS, 
inhibe la capacidad de Bcl-2 de aumentar la supervivencia. In vivo, el mRNA de Bcl-xS 
se expresa en grandes cantidades en células que tienen alta tasa de recambio, como 
los linfocitos. Por el contrario, Bcl-xL se encuentra en tejidos que contienen células de 
larga vida, como el cerebro adulto. La expresión de Bcl-xS puede jugar un papel 
dominante respecto a Bcl-2 en la regulación de la muerte celular; un mecanismo por el 
cual podría formar un complejo heterodimérico inactivo con Bcl-2. Una explicación 
alternativa sería que Bcl-xS y Bcl-xL podrían unirse directamente al mismo regulador de 
la apoptosis, como Bcl-2. Esta interacción sería debida al dominio amino-terminal, que 
muestra un alto grado de similitud entre Bcl-2, Bcl-xS y Bcl-xL (Boise y col., 1993). 
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También se ha planteado que Bcl-xL puede funcionar como un canal iónico que regula 
la permeabilidad de la mitocondria (Muchmore y col., 1996; Minn y col., 1997; Vander 
Heiden y col., 1997). 
Dentro de los miembros proapoptóticos, los más importantes son Bax, Bid, Bad y 
Bak. Estas proteínas se encuentran de forma monomérica en el citosol (Hsu y col., 
1997) y pueden sufrir un cambio conformacional específico, en respuesta a una señal 
de estrés, que permita su oligomerización y su translocación a la mitocondria (Gross y 
col., 1998) promoviendo la liberación de proteínas mitocondriales proapoptóticas. 
Aunque estas proteínas pueden tener funciones redundantes, se ha propuesto un 
mecanismo de regulación diferencial en función del estímulo apoptótico, de manera 
que una u otra sea la forma predominante (Ke y col., 2001; Mandic y col., 2001). 
El mecanismo por el que Bax y Bak promueven la liberación de proteínas es objeto 
de estudio. Uno de los mecanismos escritos propone que, tras la oligomerización, 
forman un poro que permite la salida de proteínas que se localizan en el espacio 
intermembrana (Gross y col., 1998; Jurgensmeier y col., 1998). Este modelo supone la 
permeabilización, excluidamente de la membrana externa, por lo que la membrana 
interna permanecería intacta, y no se altera el potencial, la cadena de transporte 
electrónico o el consumo de O2 (Shimizu y Tsujimoto, 2000; von Ahsen y col., 2000a). 
Esta hipótesis se basa en la homología de estas proteínas con las toxinas bacterianas 
formadoras de poros, y la evidencia de que Bax es capaz de formar poros y de liberar 
cyt c en liposomas artificiales (Kuwana y col., 2002). Alternativamente, se ha 
propuesto que estas moléculas interaccionan con proteínas del complejo del poro, 
como el canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC) (Shimizu y col., 1999). Por 
último se ha propuesto un mecanismo de permeabilización mitocondrial en el que las 
proteínas proapoptóticas inducen y estabilizan un aumento de la curvatura de la 
membrana mitocondrial externa formando poros lipídicos (Basanez y col., 2002; 
Kuwana y col., 2002). 
En el caso de Bax se ha propuesto que entre los mecanismos iniciadores de la 
translocación de esta proteína, podrían estar modificaciones del estado redox de la 
célula y modificaciones en el estado de fosforilación de esta proteína (Hsu y Youle, 
1998; Shou y col., 2003; Nutt y col., 2005). 
Bid se relaciona de forma crucial con la apoptosis mediada por receptores de 
muerte debido a que es fragmentado principalmente por la caspasa 8 (Li y col., 1998). 
El fragmento resultante de la degradación, Bid truncado (tBid), se relocaliza 
rápidamente en la membrana mitocondrial externa, favoreciendo la permeabilidad de 
la membrana. Aunque el mecanismo de acción es poco conocido, se ha intentado 
explicar mediante la eliminación del extremo N-terminal, que le confiere mayor carácter 
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hidrofóbico (Kudla y col., 2000), así tBid se podría unir a algún factor que facilite su 
localización mitocondrial, como cardiolipina o dilisocardiolipina, un lípido excluido de la 
membrana mitocondrial que podría funcionar como receptor intracelular (Esposti y col., 
2001; Esposti, 2002). Se postula un mecanismo alternativo por el que tBid se inserta 
en la membrana mitocondrial debido a que el corte producido por caspasas provoca un 
aumento en la capacidad de oligomerización espontánea, permitiendo que se asocie 
con la membrana mitocondrial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema representativo de los miembros más importantes de la familia Bcl-2. 
Se muestran los dominios conservados (BH1-BH4), varios dominios funcionales y el dominio de 
anclaje a membrana (DT) (Kuwana y Newmeyer, 2003). 
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3. Disipación del potencial de membrana mitocondrial 
 
La cadena respiratoria genera un gradiente de protones sobre la membrana 
mitocondrial interna que determina un potencial de membrana (∆ψm) imprescindible 
para que tenga lugar la fosforilación oxidativa. Las primeras observaciones de la 
implicación del poro de permeabilidad mitocondrial en apoptosis fueron el 
descubrimiento de señales de muerte que precedían a la disipación del potencial de 
membrana antes de que otros signos morfológicos fueran detectados. Precedía, por 
ejemplo, a la exposición de fosfatidil serina, potencial redox celular (Kroemer, 1997), 
eventos nucleares en apoptosis como la degradación de ADN genómico (Kroemer y 
col., 1997). De hecho, la bajada del gradiente parece ser más importante que la 
activación de caspasas, desde que se comprobó que estas pueden ser activadas sin la 
consecuente muerte celular siempre que el potencial de membrana se mantenga 
intacto (Boise y Thompson, 1997; Miossec y col., 1997). Además, en algunos modelos 
de apoptosis la activación de caspasas y nucleasas no ocurre, mientras que la 
disipación del ∆ψm si que se observa (Lesage y col., 1997; Lavoie y col., 1998). 
El poro de transición mitocondrial (MTP, del inglés Mitochondrial Transition Pore) 
(Crompton, 1999) es un canal multiproteíco que comunica el citoplasma con la matriz 
mitocondrial, atravesando ambas membranas. Este complejo tiene dos funciones: 
primero, regula la integración del proceso de fosforilación oxidativa en la obtención de 
energía celular, y segundo, induce la muerte celular cuando se convierte en un canal 
inespecífico. Este es un canal proteico sensible a Ca2+, fosfato inorgánico, voltaje, 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y pH alcalino, que promoverían que la 
membrana sufriera un cambio conformacional (Chandra y col., 2000) para permitir su 
apertura y el paso de solutos de un peso molecular inferior a 1,5 kDa de forma no 
selectiva (Zoratti y Szabo, 1995; Bernardi, 1996). Este hecho tendría consecuencias 
catastróficas para la mitocondria porque el potencial de membrana mitocondrial, el 
cual requiere la impermeabilidad de la membrana interna a los protones, cae y con ello 
la capacidad de la célula para sintetizar ATP. El bloqueo de la cadena respiratoria 
dirige la generación de ROS a través de la transferencia directa de electrones a la 
molécula de oxígeno. Las altas concentraciones de solutos en la matriz mitocondrial 
generan una presión osmótica que provoca la entrada de moléculas de agua, la 
expansión de la plegada membrana interna y la eventual interrupción de la membrana 
externa principalmente liberando factores que ejecutan el programa apoptótico (Grimm 
y Brdiczka, 2007). 
La translocasa ADP/ATP, ANT (del inglés Adenin Nucleotide translocator) es una 
de las proteínas más abundantes del poro mitocondrial (Aquila y col., 1982) que se 
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encuentra en la membrana mitocondrial interna. Su papel fundamental es transportar 
ATP que es sintetizado dentro de la mitocondria al citosol, mediante el intercambio de 
ADP. El intercambio (ATP4- /ADP3-) crea un gradiente eléctrico por si mismo 
(Klingenberg, 1980). En la matriz mitocondrial y asociada a ANT nos encontramos una 
chaperona con actividad peptidil-propil isomerasa, es ciclofilina D (cypD) (Tanveer y 
col., 1996). Otra de las moléculas básicas del poro es el canal aniónico dependiente 
de voltaje (VDAC), un poro proteico inespecífico también llamado porina mitocondrial 
(Roos y col., 1982; Benz, 1994) que se encuentra en la membrana mitocondrial 
externa. ANT y VDAC formarían el núcleo del poro mediante interacciones directas 
entre ellas, comunicando el citosol con el interior mitocondrial en sitios que se 
corresponden con una asociación estrecha entre ambas membranas, constituyendo 
así el poro de transición. Existen varias proteínas que pueden asociarse a este 
complejo y regular su actividad, como la hexoquinasa (HK) citosólica, la creatín 
quinasa intermembranal (CK), y miembros de la familia Bcl-2 (Vander Heiden y col., 
1997; Beutner y col., 1998). No obstante, puesto que se han observado modelos en 
los que ocurre la liberación de proteínas mitocondriales mucho antes de ocurrir la 
disipación del potencial de membrana, se han sugerido mecanismos alternativos 
(Gogvadze y col., 2001) donde las proteínas proapoptóticas de la familia de Bcl-2 
permeabilizarían, de forma independiente, la membrana mitocondrial externa 
específicamente, sin producir una alteración ultraestructural ni una despolarización de 
la mitocondria (Shimizu y Tsujimoto, 2000; von Ahsen y col., 2000a; Von Ahsen y col., 
2000b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial. (Tornero y col., 
2002). 
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RUTAS DE INDUCCIÓN DE APOPTOSIS 
 
Existen dos familias de proteínas que se consideran el centro de la maquinaria 
apoptótica: Caspasas que son principalmente las ejecutoras de la apoptosis (Shi, 
2002), y la familia de proteínas Bcl-2, las cuales son los principales reguladoras del 
proceso (Danial y Korsmeyer, 2004). Generalmente, estas familias de proteínas 
participan en la apotosis a través de dos vías: la intrínseca y la extrínseca que están 
relacionadas a través de la proteína Bid. Esta proteína “BH3-only”, es rota por la 
caspasa 8 y la forma truncada de Bid (tBid) se transloca a la mitocondria y dispara la 
activación de los miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2, Bax y Bak, dando lugar 
a la permeabilización de la membrana mitocondrial. En la vía extrínseca, esta 
permeabilización de la membrana sirve como un bucle amplificador de la activación de 
las caspasas efectoras (Li y col., 1998; Luo y col., 1998; Gross y col., 1999b). Sin 
embargo, la caspasa 8 puede activar las caspasas efectoras directamente sin hacerlo 
a través de la mitocondria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Vías apoptosis. (Adrain y Martin, 2001). A) Ruta extrínseca o mediada por 
receptores. B) Ruta intrínseca o mitocondrial. 
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1. Ruta intrínseca o mediada por mitocondria 
 
La ruta intrínseca es utilizada para eliminar células en respuesta a radiaciones 
ionizantes, drogas quimioterapeúticas, daño mitocondrial y ciertos procesos en el 
desarrollo. A continuación del disparo de la muerte, la mitocondria puede ser 
permeabilizada selectivamente, liderando la liberación del citocromo c y el 
reclutamiento y la activación de las caspasas de la vía intrínseca, la caspasa 9, en un 
complejo conocido como apoptosoma (Zou y col., 1999).  
La ruta intrínseca incluye la activación de los miembros proapoptóticos de la familia 
Bcl-2 que ejercen su función en la mitocondria por inducción de la permeabilización de 
la membrana mitocondria externa. La liberación de diferentes proteínas 
proapoptóticas, que están normalmente presentes en el espacio intermembrana de 
estos orgánulos, se ha observado durante las etapas iniciales de la muerte celular por 
apoptosis (Cai y col., 1998; Green y Reed, 1998).  
La liberación del citocromo c (Cyt c) desde la mitocondria es un paso clave en el 
inicio del proceso apoptótico. Los mecanismos que regulan la permeabilización de la 
membrana mitocondrial externa y la liberación de las proteínas del espacio 
intermembrana presumiblemente depende del tipo celular y de la naturaleza del 
estímulo apoptótico (Gogvadze y col., 2006).  
Una vez en el citosol, holocitocromo c (que se forma dentro de la mitocondria) se 
asocia a la región C-terminal del factor de activación de apoptosis (Apaf-1) que 
contiene 12-13 repeticiones de unión proteína-proteína (WD40). Esta interacción 
facilita la unión de dATP con Apaf-1 y la exposición de su motivo CARD N-terminal, el 
cual puede ahora oligomerizar y formar una plataforma de activación de la procaspasa 
9. El resultado de la oligomerización de Apaf-1 es un complejo capaz de reclutar varias 
moléculas de procaspasa 9 inactivas a través de interacciones heterotípicas CARD-
CARD para formar el llamado apoptosoma. El apoptosoma entonces activa las 
caspasas iniciadoras (Cain y col., 2002; Shi, 2004). La caspasa 9 activa, rompe y 
activa sucesivamente, la pro-caspasa 3 y 7 que son las responsables de la rotura de 
varias proteínas que lideran las características químicas y morfológicas de la 
apoptosis. (Robertson y col., 2000). Además del citocromo c, la mitocondria libera una 
serie de proteínas que están implicadas en la ejecución de una forma alternativa de 
apoptosis independiente de la actividad de caspasas. Estas proteínas, tras ser 
liberadas al citoplasma, son transportadas al núcleo donde participan en la 
fragmentación de alto peso molecular del ADN (Daugas y col., 2000; Joza y col., 
2001). Las proteínas que participan en la rotura del ADN son endonucleasa G (Endo 
G) y el factor de inducción de apoptosis (AIF), una flavoproteína de 57 kDa (Arnoult y 
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col., 2003). Debido a diferencias en la forma y en el tamaño, así como a las cinéticas 
de difusión, se presume que es un poro distinto de MTP, e incluso, que es la ruptura 
de la membrana mitocondrial externa la que permitiría la liberación de estas dos 
proteínas (Springs y col., 2002; Arnoult y col., 2003). Recientemente un canal lipídico 
compuesto por ceramida y llamado canal de ceramida se ha visto implicado en la 
liberación de factores apoptogénicos desde la mitocondria. La ceramida difiere de 
otros lípidos en que pueden formar puentes de hidrógeno intermoleculares para 
producir columnas de ceramida, cada columna de ceramida formaría canales con 
distintos estados de conductancia capaces de la liberación de proteínas de más de 60 
kDa (Siskind, 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Modelo para la activación de Apaf-1 y procaspasa 9. (Adams y Cory, 2002) 
 
 
2. Ruta extrínseca o mediada por receptores 
 
La ruta extrínseca es responsable de la eliminación de células durante el 
desarrollo, la maduración del sistema inmune y la eliminación de tumores mediada por 
el sistema inmune. Se inicia por la unión de ciertas citoquinas sobre un receptor 
transmembrana perteneciente a la superfamilia de los receptores para el factor de 
necrosis tumoral tipo 1, Fas, TNF y TRAIL (Shi, 2004). 
Uno de estos receptores lo constituyen Fas (también conocido como CD95 ó APO-
1) y su ligando, FasL. FasL se une a Fas en la misma célula o células adyacentes, 
formándose grupos de tres o más moléculas de Fas. A causa de esta agregación, los 
dominios de muerte intracelulares de estos receptores agrupados por Fas se unen a 
una proteína adaptadora que contiene un dominio de muerte citosólico FADD (del 
inglés Fas-associated death domain) mediante un mecanismo de varios pasos 
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(Algeciras-Schimnich y col., 2002). FADD se fija a la forma inactiva de la caspasa 8 
mediante interacciones homofílicas con su dominio N-terminal efector de muerte 
(DEDs). Es dentro de este complejo señalizador inductor de muerte (DISC) donde la 
caspasa 8 es activada (Salvesen y Dixit, 1999). La activación total de la enzima 
sucesivamente promoverá la ruptura de sustratos específicos y de la caspasa 3 
ejecutora. Esto último dará lugar a la rotura de distintas dianas celulares y a la muerte 
por apoptosis (Medema y col., 1997). 
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FUNCIÓN REGULADORA DE PROTEINAS QUINASAS 
ACTIVADAS POR MITÓGENOS (MAPK) 
 
Filogenéticamente, las MAP quinasas pertenecen al grupo de CMGC proteínas 
quinasas, las cuales incluyen las quinasas dependientes de ciclina (CDKs), glicógeno 
sintasa quinasa, y las quinasas como CDK (Manning y col., 2002). Los miembros de la 
familia MAP quinasa muestran más del 40% de identidad de aminoácidos con el 
dominio de la quinasa ERK1. Una de las características distintivas de estas moléculas 
es la presencia de un motivo Thr-Xaa-Tyr en el lazo de activación, que es un sitio de 
activación por fosforilación por los miembros de la familia MAP2K (M2K 1-7). Sin 
embargo no todas las MAP quinasas están reguladas de esta manera. Este motivo 
está ausente en ERK3, ERK4 y quinasa “Nemo-like” (NLK), donde un residuo de 
glicina o de ácido glutámico reemplaza la tirosina. ERK7 contiene el motivo Thr-Glu-
Tyr en el lazo de activación, sin embargo, no existen evidencias de que sea sustrato 
de la familia MAP2K, parece ser que la fosforilación de ERK7 es catalizada por si 
misma (Abe y col., 2001; Klevernic y col., 2006). De este modo, las diferentes 
subfamilias de MAP quinasas no se organizan siempre en la clásica cascada de 
MAP3K-MAP2K-MAPK, de este modo se pueden clasificar las MAP quinasas en 
convencionales o atípicas. Las MAP quinasas convencionales incluyen ERK1/2, p38s, 
JNKs, y ERK5, son todas sustratos de MAP2Ks y las MAP quinasas atípicas incluyen 
ERK3/4, NLK y ERK7, que no lo son (Coulombe y Meloche, 2007). 
Las proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPK) son una familia de serin-
treonin quinasas que deciden el destino de procesos celulares tan importantes como el 
crecimiento celular, proliferación, muerte y diferenciación en respuesta a una serie de 
estímulos (Pearson y col., 2001). Entre los miembros de la familia MAPK, los 
mitógenos y factores de crecimiento frecuentemente activan la ruta ERK1/2, mientras 
que el estrés y procesos inflamatorios constituyen el principal desencadenante de la 
cascada de JNK y p38, algunas veces referidas como “proteínas quinasas activadas 
por estrés”. Por tanto, median respuestas a choques osmóticos, citoquinas 
inflamatorias y otras agresiones frecuentemente asociadas con decisiones de 
supervivencia y apoptosis (Nebreda y Porras, 2000) 
Las cascadas de señalización de las MAPKs se organizan en módulos 
individuales, que se inician por estímulos extracelulares a través de distintos 
receptores y mediadores. La activación de una MAPK se consigue a través de una 
cascada lineal de señalización en la cual signalosomas asociados a membrana activan 
una MAPK quinasa quinasa (MAP3K) que fosforilan y activan una MAPK quinasa 
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(MAPK2). Esto se traduce en una fosforilación dual de las MAPKs en un dominio de 
tres aminoácidos conservado, Thr-X-Tyr, y en un incremento en la actividad catalítica 
de la MAPK. Las MAPKs fosforilan residuos de Ser/Thr seguidos por una prolina de 
sustratos nucleares y citosólicos que incluyen importantes factores de transcripción y 
diferentes efectores. Estos entonces impactan el programa genético celular o el control 
de decisiones de proliferación como es el caso del módulo ERK, sobre apoptosis o 
diferenciación como es a menudo el caso de las rutas de JNK y p38, y sobre otras 
funciones citosólicas que incluyen migración celular, hipertrofia, transducción 
sensorial, respuestas metabólicas y muchas otras (Shi y col., 2006). 
A pesar de este patrón de activación común, existen estrictas especificidades 
dentro de cada módulo MAPK, preservando un cierto grado de linealidad dentro de 
cada ruta. Las quinasas superiores son a menudo muy selectivas, y no entrecruzan 
miembros de diferentes unidades MAPK, en algunos casos MAPK2s pueden 
discriminar entre isoformas de un módulo dado (Mayor y col., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Estructura esquematizada de las MAP quinasas humanas. Las MAP quinasas se 
componen de un dominio quinasa (en azul) flanqueado por extremos N y C-terminales de 
longitudes variables. La identidad de los dominios quinasas con ERK1 se indica. El motivo de 
activación por fosforilación se indica para cada quinasa. TAD dominio de transactivación; NLS: 
secuencia de localización nuclear; C34: región conservada en ERK3/4; AHQr, dominio rico en 
alanina (A), histidina (H) y glutamina (Aquila y col., 1982; Coulombe y Meloche, 2007). 
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La ruta ERK1/2 responde generalmente pero no exclusivamente a activadores de 
receptores tirosín quinasa y receptores acoplados a proteínas G. Las principales ERKs 
de mamífero, p44ERK1 y p42ERK2, son activadas por las quinasas MEK1 y MEK2 con 
especificidad dual (Ser/Thr y Tyr) que fosforilan el motivo TEY específico de las ERKs. 
Los efectores de las ERKs activas incluyen factores de transcripción (Elk-1, Ets 1, 
Sap1a, m-Myc), transductores de señal y activadores de señales de transcripción 
(STAT), proteínas adaptadoras (Choudhury y col., 1997), enzimas quinasa (p90RskS6, 
fosfolipasa A2), y receptores de superficie celular y nuclear [factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) y receptores estrogénicos]. El estudio de las consecuencias 
fisiológicas de la señalización de ERK se ha visto facilitado por la disponibilidad de 
inhibidores farmacológicos de la acción de ERK, como PD98059 y U0126 entre otros. 
Ambos inhibidores bloquean la señalización de ERK a través de la inhibición de de sus 
activadores inmediatamente situados por arriba MEK1 y MEK2. La especificidad no es 
absoluta; PD-98059 es también un potente inhibidor de la ciclooxigenasa 1 y 2. Desde 
una perspectiva fisiológica, la señalización por ERK se implica en mitogénesis y 
diferenciación celular (Tian y col., 2000).  
Los miembros de la familia JNK [(también conocidas como proteínas quinasa-1 
activada por estrés (SAPK1)] responden generalmente a estrés celular como 
hipertonicidad, luz ultravioleta, choque térmico, y citoquinas proinflamatorias, 
miembros de esta familia incluyen las ampliamente expresadas JNK1 (también 
conocida por p46 o SAPK1γ) y JNK2 (también conocida como p54 o SAPK1α), así 
como la específica de cerebro JNK3 (también conocida como p49 o SAPK1β). Por 
procesamiento alternativo se obtienen las proteínas y la activación tiene lugar por 
fosforilación dual de los motivos TPY. Efectores de la familia JNK incluyen 
principalmente factores de transcripción (c-Jun, Elk-1, ATF2, DPC4, NFAT4, y p53). La 
proteína activadora-1 (AP1), la curcumina inhibidor del factor nuclear-κB, y, dicoumarol 
y menadiona inhibidores de las quinonas reductasas, bloquean la activación de JNK y 
la señalización dependiente de JNK. JNKs, in vivo, parece que participa en procesos 
de inflamación, tumorgénesis, y apoptosis. (Tian y col., 2000). 
La familia p38 (también conocida como SAPK2) incluye cuatro isozimas (α-δ) que 
son similares en tamaño (360-32 aminoácidos) poseen un 60-75% de homología entre 
ellos, y todos son activados en respuesta a estímulos estresantes extracelulares como 
son el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) e interleuquina-1 (IL-1), radiación UV y 
choque osmótico (Raingeaud y col., 1995) de la misma forma que la familia JNK. p38 
es activada por MAPKKs, que incluyen MKK3·, MKK6, y JNKK1, que fosforilan con 
especificidad dual los motivos TGY (residuos de treonina 180 y tirosina 182). Los 
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efectores de la familia p38 incluyen factores de transcripción (ATF-2, Elk-1, 
CHOP/Gadd15), Max, MEF2C) y enzimas (MAPKAP quinasa). La ruta MAP3K de p38 
pueden incluir Tak1, Ask1, y MLK (Nemoto y col., 1998). 
La ruta p38 juega un papel importante en apoptosis. Se ha demostrado que 
muchas señales apoptóticas estimulan la actividad de p38 y que esta activación se 
correlaciona fundamentalmente con la inducción de apoptosis en varios tipos 
celulares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Estructura general de la señalización por MAPKs. Señales extracelulares, 
receptores y efectores intracelulares de cada cascada de MAPK muestran que los niveles de 
cada ruta de quinasas están organizadas en pasos rígidos. Las rutas menos caracterizadas, 
como ERK5, se omiten. EGFR, factor de crecimiento epidérmico; Rab5GDI, complejo formado 
por Rab5 y GDI (guanine-nucleotide dissociation inhibitor); GAD153, proteína de arresto celular 
inducible por daño en ADN (Mayor y col., 2007). 
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ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE p38-MAPK 
 
1. Elementos de la familia p38-MAPK 
 
p38-MAPK pertenece a una familia de proteínas Serina/treonina quinasa que 
fueron descubiertas en el año 1994 (Han y col., 1994) debido a su fosforilación en 
respuesta a endotoxinas y choque osmótico, y poseer una alta homología con una 
proteína HOG1 descrita en Saccharomyces cerevisae (Brewster y col., 1993). La 
proteína p38 fue originalmente identificada como un activador de MAPKAK-2, 
posteriormente fue purificada y la copia de su ADN fue clonada y caracterizada como 
una molécula que se unía a derivados de pirimidazoles, (inhibidores de la producción 
de citoquinas inflamatorias) y de ahí que fuera nombrado como CSPB (Lee y col., 
1994).  
La familia de p38-MAPK está compuesta por 4 isoformas. Las isoformas p38-
MAPKα (SAPK2A) y p38-MAPKβ (SAPK2B) (Han y col., 1994) son los componentes 
mayoritarios y se expresan en todos los tejidos de una forma ubicua en el caso de 
modelos murinos. La isoforma p38-MAPKγ (SAPK3/ERK6) (Lechner y col., 1996; Li y 
col., 1996; Cuenda y Dorow, 1998) de expresión preferente en músculo y por último, la 
isoforma p38-MAPKδ (SAPK4) que se expresa mayoritariamente en pulmón y riñón 
(Jiang y col., 1996; Kumar y col., 1997). En el caso de la especie humana, aunque el 
patrón de expresión de las diferentes isoformas varía dependiendo del tejido en el que 
se encuentren, la expresión de las isoformas α, β son ubicuas mientras que la 
expresión de la isoforma γ se da en músculo esquelético (Li y col., 1996; Court y col., 
2002), corazón, pulmón, timo y testículo. Por último la expresión de la isoforma δ se 
expresa en pulmón, páncreas, intestino delgado, riñón, testículo y epidermis (Kumar y 
col., 1997; Dashti y col., 2001). 
 
2. Localización celular y estructura de p38-MAPK  
 
La localización celular de la proteína p38-MAPK es un tema controvertido ya que 
en células quiescentes no queda claro lo que ocurre tras ser estimulada. Existen 
evidencias de que p38-MAPK se transloca al núcleo tras su activación (Raingeaud y 
col., 1995), aunque hay otra serie de evidencias que demuestran que tras su 
activación se encuentra tanto en el núcleo como en el citoplasma (Ben-Levy y col., 
1998). 
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El estudio cristalino de las MAP quinasas ha permitido resolver la conformación del 
sitio catalítico, el cual descansa en un bolsillo entre dos dominios, uno constituido por 
los residuos del extremo N-terminal más una cadena hacia el extremo C-terminal, lazo 
16 (L16) y el otro compuesto por los residuos del extremo C-terminal. Estos dominios 
están conectados por un eje de cadena única que está centrado alrededor de la Gly-
110 en p38α (Gly-113 en p38γ) (Bellon y col., 1999). L16 puede estar contribuyendo al 
control de la relación entre los dos dominios que son relativamente rígidos. Thr-180 y 
Tyr-182 están localizados en un “borde de activación” flexible que guarda el sitio 
activo, una fosforilación dual induce al lazo moverse hacia abajo para que el sustrato 
tenga mejor acceso y que los dominios N- y C-terminal giren como cuerpos rígidos 
sobre el eje, lo cual altera la conformación del sitio catalítico hacia un estado más 
activo (Canagarajah y col., 1997; Bellon y col., 1999). El dominio acídico común de 
acoplamiento (CD) está compuesto por tres residuos cercanos de ácido aspártico: 
Asp-313, Asp315 y Asp316 (Tanoue y col., 2001), que se sitúan en el L6 cerca de Tyr-
323 interacciona con los dominios de acoplamiento (D) de MAPKKs, inhibidores de 
fosfatasas y proteínas del esqueleto y distintos sustratos que consisten en dos o más 
residuos básicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Representación del esqueleto peptídico de p38 (Mittelstadt y col., 2005).  
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3. Regulación de p38-MAPK 
 
3.1. Activación  
 
Cuando los factores de crecimiento se unen a sus receptores específicos se 
autofosforilan, dejando grupos fosfato accesibles para su reconocimiento por 
moléculas adaptadoras como pueden ser factores intercambiadores de Guanina, que 
llevan finalmente a la activación de pequeñas proteínas G con actividad GTPasa. Un 
ejemplo sería el caso de Ras que activa la ruta de ERK, o el caso de la familia Rho, 
que activa la ruta de p38-MAPK y JNK (Coso y col., 1995). 
Dentro de las MAPKKK responsables de la activación de p38-MAPK, podemos 
destacar MTK1, MLK2, MLK3, DLK, ASK1 y TAK1. Cuanto más subimos en la 
cascada de transducción de señales menor es la especificidad de la activación. 
Dentro de las MAPKK, la activación de p38-MAPK se da gracias a dos activadores 
fundamentales que van a ser MKK6 y MKK3 (Derijard y col., 1995; Raingeaud y col., 
1995). Cabe resaltar que el activador MKK6 es capaz de activar todas las isoformas de 
p38-MAPK, no así el activador MKK3 que sólo activa la isoforma β (Enslen y col., 
1998; Hale y col., 1999). Estudios in vitro demuestran que aunque MKK4 activa 
preferentemente a JNK es capaz de contribuir a la activación de p38-MAPK (Derijard y 
col., 1995; Doza y col., 1995; Lin y col., 1995; Brancho y col., 2003), al igual que pasa 
in vivo en algunas células inflamatorias (Moriguchi y col., 1997; Ono y Han, 2000). 
Recientemente se ha observado que también puede darse una activación de p38-
MAPK independiente de MKKs, como la que se da en respuesta a ciertos receptores 
de membrana como es el caso del receptor de TNF (Ge y col., 2002; Ge y col., 2003). 
Otras de las activaciones independientes de MKKs descrita, es la mediada por TAB1, 
la cual provoca una autofosforilación de p38-MAPK capaz de activar a la proteína y 
con ella activar a sus sustratos (Ge y col., 2002; Tanno y col., 2003; Ohkusu-Tsukada 
y col., 2004). 
Otro de los factores importantes a la hora de activar la ruta de p38-MAPK, es la 
presencia en la célula de moléculas adaptadoras capaces de acercar las proteínas 
quinasas para favorecer su fosforilación. Cabe destacar las proteínas JIP-2 y JIP-4 
encargadas de la unión de MKK3 con varias isoformas de p38-MAPK (Schoorlemmer y 
Goldfarb, 2001; Schoorlemmer y Goldfarb, 2002; Morrison y Davis, 2003). 
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3.2. Desactivación  
 
Las MAP quinasas fosfatasas (MKP) son un grupo de proteínas capaces de 
desactivar (retirar los grupos fosfato) las MAPKs, estableciendo el fin de la función que 
venía desempeñando (Keyse, 1995; Watanabe y col., 2001). Cabe destacar las 
fosfatasas específicas de serinas/treoninas como son PP2A y PP2Cα (específicas de 
p38-MAPK) (Takekawa y col., 1998; Keyse, 2000; Tamura y col., 2002), así como la 
fosfatasa PP1MD con una clara implicación en cancer (Bulavin y col., 2002; Bulavin y 
col., 2004). Los mecanismos por los que las isoformas de p38 son reguladas de forma 
diferencial, dependen de los niveles de fosfatasas y también de su especificidad 
(Zarubin y Han, 2005). 
 
3.3. Inhibidores farmacológicos 
 
Se han descrito varios compuestos químicos capaces de inhibir específicamente la 
activación de p38-MAPK, como son SB203580, SB203590 ó SB220025, SKF86002. 
Uno de los más caracterizados es el SB203580, compuesto antiinflamatorio pirimidil 
imidazol, donde se da la interacción entre el grupo fluorofenilo del inhibidor, con la 
Treonina 106 de p38-MAPK impidiendo con ello que se una el ATP y con ello su 
activación (Wilson y col., 1997; Young y col., 1997; Eyers y col., 1998; Gum y col., 
1998). Este compuesto es capaz de inhibir específicamente a las isoformas α/β de 
p38-MAPK (Lee y col., 1994; Chatterjee y col., 1996; Cuenda y Dorow, 1998; Chen y 
Tan, 1998; Gum y col., 1998) pero no a p38γ ni p38δ (Chini y col., 1995; Cohen, 1996; 
Coroneos y col., 1996; Choudhury y col., 1997; Cobb, 1999; Cole, 1999). SB220025 es 
otro compuesto pirimidil imidazol que inhibe la fosforilación de p38α/β siendo diez 
veces más potente que SB203580 (Cuenda y col., 1995; Jackson y col., 1998). 
Otro de los inhibidores químicos de p38-MAPK, SKF86002, compite por el sitio de 
unión del ATP y es capaz de inhibir a todas las isoformas de p38-MAPK (Lee y col., 
1994; Sodhi y col., 2000; Watanabe y col., 2001).  
La estructura cristalina y el análisis por mutagénesis revelan que una diferencia en 
un único residuo entre p38 y otras MAPKs como JNK determina la especificidad de los 
compuestos pirimidil imidazol como SB202190 y SB203580 (Garrington y Johnson, 
1999; Glogowski y col., 1999). Estos inhibidores específicos han sido ampliamente 
utilizados en la investigación de las funciones fisiológicas de p38 (Groom y col., 1996; 
Grewal y col., 1999; Goppelt-Struebe y col., 2000). Aunque igual que PD98059, 
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SB203580 también inhibe la cicloxigenasa-1 y -2, así como la tromboxano sintasa 
(Tian y col., 2000). 
 
4. Substratos de p38-MAPK 
 
El primer sustrato de p38α identificado fue MAPKAP-K2(MK2), que junto con 
MAPKAP-K3(MK3) constituyen una pequeña familia de Serin/treonin quinasas que son 
fosforiladas por p38α y/o p38β pero no por las isoformas p38δ y p38γ (Freshney y col., 
1994; Rouse y col., 1994; Cuenda y col., 1997). Una vez fosforilada MAPKAP-2 es 
capaz de fosforilar a las proteínas de choque térmico, HSP27, en diferentes serinas 
produciéndose tras dicha activación la disociación de las HSP27 en dímeros y 
monómeros y su redistribución en el citoesqueleto de actina (Huot y col., 1997). Otros 
sustratos de p38 con actividad MAP quinasa son MNK1/2, PRAK y MSK1/2.  
La función de MNK1 y de MNK2 (Map kinase-interacting protein kinases 1, 2) se 
piensan que está relacionada con una correcta transcripción del ARN a través de la 
activación del factor de iniciación E1F-4E (Fukunaga y Hunter, 1997; Waskiewicz y 
col., 1997). PRAK (p38 regulated/activated quinasa) es una quinasa que es activada 
por p38α y/o p38β y presenta una identidad de secuencia del 20-30% con MK2 por lo 
que se piensa que regula HSP27 (New y col., 1998). MSK1/2 puede ser también 
activada directamente por p38 y ERK y de esta forma mediar la activación de CREB, 
factor de respuesta a AMP cíclico (Deak y col., 1998; Pierrat y col., 1998; New y col., 
1999). Se ha demostrado que las MSKs están implicadas en la fosforilación de 
componentes relacionados en el remodelamiento de la cromatina (acetilación y 
fosforilación de histonas) (Zheng y col., 2003).  
Se ha descrito que muchos factores de transcripción son fosforilados y 
consecuentemente activados por p38. AP-1 es un complejo de transcripción formado 
por dímeros de miembros de la familia de Jun y Fos, donde las SAPKs son las 
responsables de su reclutamiento, y posterior unión a los dímeros Jun-Jun, Jun-Fos o 
Jun-ATF fundamentalmente (Kyriakis y Avruch, 1996; Karin y col., 1997). AP-1 posee 
un papel importante en los procesos de inflamación y p38 es capaz de fosforilar 
directamente a diferentes componentes de este complejo de transcripción (Gupta y 
col., 1995) regulando indirectamente su actividad (Kramer y col., 1996). 
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5. Función de p38-MAPK 
 
Con toda esta variedad de sustratos capaces de activarse por p38-MAPK no es de 
extrañar que esta familia esté implicada en diversas funciones celulares. 
La participación de p38 en procesos inflamatorios fue una de las primeras 
funciones atribuidas a esta molécula, gracias a su implicación en la señalización de la 
activación de TGF-β. Se ha demostrado que en células que median procesos 
inflamatorios (neutrófilos, monocitos, macrófagos y células T CD4+) la activación de 
p38 se produce principalmente mediante dos vías: 1) Vía MKK4, en respuesta a 
Rac/cdc42, aunque no es susceptible de activarse en respuesta a TNFα y 2) Vía 
MKK6 o MKK3, donde son capaces de activarse en respuesta a TNFα y no son 
regulados por Rac/cdc42. El papel que desempeña p38 en procesos inflamatorios en 
respuesta a TNFα y IL-1β es debido a la activación por dos de sus sustratos: AP-1 y 
NF-κB (Eder, 1997). En este sentido, esta MAP quinasa tiene un papel clave durante 
el proceso de infiltración de los linfocitos hasta el tejido dañado. 
La implicación de p38-MAPK en la regulación del ciclo celular es debida a la acción 
que ejerce esta proteína en los diferentes puntos de control de dicho ciclo. El control 
de la proliferación celular por mitógenos en células normales de mamífero en 
crecimiento, suele ocurrir en la transición desde el estado quiescente o G0 a la fase 
G1, y también durante la progresión de esta fase G1 hasta el punto de restricción R, 
donde las células comienzan a ser independientes de los factores de crecimiento, 
entrando en la fase S del ciclo celular (Ambrosino y Nebreda, 2001). El tratamiento de 
las células de mamífero con el inhibidor específico de p38α/β, SB203580, retrasa la 
proliferación. En varias publicaciones, p38 se ha visto implicado en la progresión de la 
fase G1 y G2/M del ciclo celular (Molnar y col., 1997; Wang y col., 2000; Yee y col., 
2004). La activación de p38 no siempre se asocia a la inducción de la proliferación 
celular, la parada en G1 de células NIH3T3 causada por microinyección de cdc42 se 
encontró que era dependiente de p38α (Wang y col., 2000). También se ha propuesto 
una relación entre p38 y del control del ciclo celular en G1 a través de la regulación de 
HBP1 y p21, sustratos de p38 (Yee y col., 2004). HBP1 se piensa que ejerce su 
función mediante la represión de los genes reguladores del ciclo celular en G1 de una 
forma similar a la de la proteína del retinoblastoma, mientras que el inhibidor de la 
quinasa ciclina dependiente p21 se establece como un factor crucial en la progresión 
de G1 a través del bloqueo de la actividad quinasa dependiente de ciclina (CDK). La 
participación de p38 en la fase G2/M se ha visto en varios ejemplos; p38α se activa en 
células de mamíferos en el arresto en la fase M por rotura del huso tras el uso de 
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nocodazol (Molnar y col., 1997). Además, se ha visto que p38α y p38β se requieren en 
el arresto en fase G2 inducida por UV (Wang y col., 1998). 
Una función destacada de p38-MAPK está relacionada con la transmisión de 
señales como respuesta a diferentes agentes que dañan el ADN, como sería el caso 
de la utilización de agentes quimioterápeuticos tales como el Taxol o la Vincristina 
(Lee y col., 1998; Deacon y col., 2003), o la exposición a diversas radiaciones como la 
ionizante (Verheij y col., 1998), o la ultravioleta (Raingeaud y col., 1995; Hazzalin y 
col., 1996; Brancho y col., 2003). Esta señalización culmina en muchos casos en un 
proceso de apoptosis, la cual es mediada en la mayoría de los casos por la 
fosforilación de p53 (Duckett y col., 1999; Huang y col., 1999; Sanchez-Prieto y col., 
2000). Otra molécula implicada en el proceso apoptótico es p73, capaz de activarse 
por p38-MAPK en respuesta a diferentes estímulos, tales como cisplatino (Sanchez-
Prieto y col., 2002). 
Se ha estudiado mucho este aspecto, y parece claro que la decisión de la entrada 
en apoptosis en respuesta a diferentes agentes de estrés, va a venir mediada por el 
balance entre las rutas de ERK y p38-MAPK que será el que determinará que la célula 
continúe viviendo o muera (Xia y col., 1995; Berra y col., 1997; Berra y col., 1998). 
Se ha descrito que la ausencia de NGF o la activación del ligando de Fas, se 
correlaciona con una activación de p38-MAPK y con un aumento de la apoptosis (Xia y 
col., 1995; Henkart, 1996; Juo y col., 1997). El uso de inhibidores de caspasas es 
capaz de revertir la activación de p38 en la apoptosis, sugiriendo su control sobre p38 
(Cahill y col., 1996; Fernandes-Alnemri y col., 1996; Henkart, 1996; Huang y col., 
1997). Sin embargo, la sobreexpresión del dominante positivo MKK6b puede también 
inducir la actividad caspasa y la muerte celular infiriendo que p38 puede intervenir en 
apoptosis tanto regulando actividad caspasa como siendo regulada por caspasas 
(Ziegler-Heitbrock y col., 1992; Cardone y col., 1997). El papel de p38 es muy diferente 
dependiendo del tipo celular y del estímulo aplicado. Mientras que la activación de p38 
se ha visto que promueve la muerte celular en algunas líneas celulares, en otras 
aumenta la supervivencia, la proliferación, o la diferenciación (Zarubin y Han, 2005). 
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AGENTES INDUCTORES DE APOPTOSIS 
 
1. Estrés oxidativo 
 
La producción de especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés “Reactive 
Oxigen Species”, como el radical hidroxilo (OH·), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el 
anión superóxido (O2·-), los peróxidos lipídicos (ROOH) o el peroxinitrito (ONOO-) es 
un fenómeno inherente a todo sistema aeróbico. Se considera que entre el 1-5% del 
O2 que consume la célula en condiciones normales formará H2O2, aunque esta 
proporción pede incrementarse en situaciones anómalas (Chance y col., 1979). 
Uno de los productores más importantes de ROS es la cadena respiratoria 
mitocondrial. La reducción incompleta del O2 en la cadena respiratoria origina anión 
superóxido (O2·-) que posteriormente se puede transformar en peróxido de hidrógeno. 
Tanto el peróxido de hidrógeno como el anión superóxido son moléculas poco 
reactivas, su poder nocivo reside en la posibilidad de genera radicales libres mucho 
más tóxicos, como el radical hidroxilo capaz de producir graves daños en multitud de 
biomoléculas. Se han descrito otras posibles fuentes de ROS en la célula como el 
retículo endoplásmico (Cross y Jones, 1991), la membrana plasmática o la membrana 
nuclear, así como procesos bioquímicos en los que participan ácidos grasos como el 
ácido araquidónico, donde gracias a acción de lipoxigenasas, se origina gran número 
de ROS. 
Las ROS han sido relacionados con la regulación de la muerte celular en multitud 
de modelos. La superproducción de ROS precede a las características típicas de la 
muerte celular como alteraciones mitocondriales o condensación de cromatina. Estos 
datos junto con la protección frente a la muerte descrita por diferentes agentes 
antioxidantes muestran la importancia de estas moléculas en el proceso de muerte 
celular. Sin embargo, las ROS pueden desempeñar otras funciones fisiológicas que 
difieren de las relacionadas con la muerte celular, como son, (Gwinn y Vallyathan, 
2006): 
- Señalización celular: varias citoquinas, factores de crecimiento o 
neurotransmisores utilizan ROS como segundos mensajeros (Thannickal y Fanburg, 
2000; Brookes y col., 2002). La capacidad de las ROS para interactuar con grupos 
sulfidrilos de diversas proteínas confieren a estas moléculas la posibilidad de regular la 
actividad de diversos enzimas que participan en importantes funciones celulares como 
por ejemplo proteína quinasa C, ATPasas transportadoras de Ca2+, colagenasa, 
tirosín-quinasas o receptores de membrana (Huang y col., 1996; Kamata y Hirata, 
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1999). Se ha observado también que el peróxido de hidrógeno puede causar, en 
células endoteliales, la activación de la proteína p38. Esta proteína perteneciente a las 
rutas de señalización de MAP quinasas, está implicada en la regulación de la actividad 
de gran número de factores de transcripción (Huot y col., 1998) y múltiples procesos 
biológicos, entre los que se encuentra la apoptosis (Galan y col., 2000). 
- Control de la transcripción: diversos factores de transcripción como NF-κB o AP1 
son sensibles a ROS (Schreck y col., 1991; Foletta y col., 1998). 
- Defensa contra bacterias: los fagocitos producen ROS en defensa contra el 
ataque de agentes patógenos (Thomas y col., 1988). 
- Control de la proliferación: se ha descrito que diferentes líneas celulares son 
capaces de producir ROS en respuesta a estímulos proliferativos (Burdon, 1995). 
 
La primera evidencia que sugirió la implicación de ROS de origen mitocondrial en 
la muerte celular data de 1989 (Lancaster y col., 1989). Posteriormente se demostró la 
implicación de ROS en muerte celular por apoptosis (Pierce y col., 1991; Kane y col., 
1993; Sato y col., 1995; Guenal y col., 1997; Carmody y col., 1999). Es más, muchos 
inductores de apoptosis son capaces de elevar la producción de ROS (Stohs y Bagchi, 
1995; France-Lanord y col., 1997; Li y col., 1999b; Herrera y col., 2001). También se 
ha descrito que el incremento de los mecanismos de defensa antioxidantes es capaz 
de reducir la tasa de apoptosis en varios modelos celulares (Gorman y col., 1997; 
Kiningham y col., 1999). Todos estos resultados indican que la oxidación intracelular 
juega un papel clave en el proceso de apoptosis. Sin embargo, la producción de ROS 
no se puede considerar como un elemento universal de muerte apoptótica ya que se 
ha descrito la aparición de este tipo de muerte en condiciones donde la producción es 
limitada (Jacobson y Raff, 1995). Además, pretratamientos con pequeñas dosis de 
ROS son capaces de favorecer la proliferación celular y proteger frente a la apoptosis 
(del Bello y col., 1999). La producción de estas especies oxidantes no sólo ha sido 
relacionada con la muerte de tipo apoptótico, se cree que una masiva producción de 
ROS es capaz de producir una hiperperoxidación lipídica y graves alteraciones en 
proteínas y ácidos nucleicos lo que puede desencadenar la muerte necrótica (Aruoma 
y col., 1989). 
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2. Agentes citotóxicos 
 
La molécula de cis-diamino-dicloroplatino o cisplatino (CDDP) fue descubierta 
inesperadamente en 1965 durante los estudios de la corriente eléctrica sobre 
Escherichia coli (Rosenberg y col., 1965). Este hallazgo surgió cuando realizaban una 
serie de experimentos con electricidad en bacterias, la división celular no se inhibió por 
la corriente eléctrica sino por la producción de CDDP procedentes de los electrodos de 
platino. Desde entonces y hasta ahora ha sido una de las moléculas más usadas en el 
tratamiento de diferentes tipos de tumores tales como el de cabeza y cuello, testículo, 
ovario, vejiga, esófago o de pulmón (Prestayko y col., 1979; Rosenberg y col., 1999; 
O'Dwyer y col., 2000). A pesar de la potente actividad antitumoral del cisplatino, su uso 
en clínica se está limitando debido al desarrollo de resistencias al fármaco y a los 
efectos secundarios o indeseables, como es su nefrotoxicidad. Investigaciones 
realizadas en este campo, indican, que aproximadamente un 20% de los casos de fallo 
renal agudo en pacientes hospitalizados se debe a nefrotoxicidad por cisplatino (Berns 
y Ford, 1997). 
En las últimas décadas se ha observado un notable incremento en el número de 
estudios relacionados con el uso del CDDP, con la finalidad de evitar los grandes 
problemas que plantea su uso en clínica. También se han diseñado (Quiroga y col., 
2006; Quiroga y col., 2007) y aplicado (Akaza y col., 2001; Coluccia y Natile, 2007) 
toda una serie de análogos del CDDP con el fin de mejorar la eficacia de la droga. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Representación esquemática de la molécula de cisplatino y reactividad en 
medio acuoso.  
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El CDDP es un compuesto inorgánico, neutro, formado por dos grupos cloro, dos 
grupos amino y una molécula de platino en el centro de la estructura. Para que el 
CDDP tenga una actividad tóxica en la célula es necesario que se active a través de 
diferentes reacciones que tiene lugar en contacto con el agua, donde se da una 
sustitución nucleofílica de los grupos cloro por grupos hidroxilo, liberando con ello 
protones. Una vez activado dentro de la célula, es un potente compuesto electrofílico 
capaz de unirse a grupos nucleofílicos tales como el ADN, ARN, proteínas, fosfolípidos 
de membrana y moléculas que contienen tiol (Gonzalez y col., 2001).  
Se piensa que la entrada del CDDP a las células se da por difusión pasiva o 
mediante unos canales transmembranales (Gately y Howell, 1993). En el estudio de 
células resistentes al cisplatino donde se observaba un descenso en su acumulación, 
descubrieron dos proteínas de membrana que podrían estar involucradas en la 
entrada y en la salida respectivamente: una proteína de 48 kDa con una expresión 
disminuida (Bernal y col., 1990) y una proteína de 200 kDa con una expresión 
incrementada (Kawai y col., 1990). Ambas proteínas son distintas a las bombas de 
expulsión de drogas codificadas por el gen mdr (del inglés, multidrug resistance), el 
cual no está implicado en la resistencia a cisplatino (Deuchars y Ling, 1989). El CDDP 
se acumula preferentemente en las células del túbulo proximal renal (Kuhlmann y col., 
1998; Arany y col., 2004; Ludwig y col., 2004), y se relacionan sus efectos secundarios 
nefrotóxicos con los transportadores de cationes orgánicos (OCTs) en el sistema. En 
humanos y en animales de laboratorio, el daño nefrotóxico inducido por cisplatino se 
localiza predominantemente en el segmento S3 del túbulo proximal (Dobyan y col., 
1980), un segmento con unos niveles altos de expresión de transportadores de 
cationes orgánicos (OCTs) (Urakami y col., 2001). Los OCTs son transportadores 
activados por voltaje, que transportan sustratos como por ejemplo productos 
metabólicos o tetraetilamonio, desde la cara basolateral al citosol, antes de la 
secreción apical vía intercambiador protónico-catiónico (Koepsell y col., 1998; Sweet y 
col., 2000). 
La principal acción del CDDP se da gracias a su unión con la posición N7 de las 
guaninas y de las adeninas, es la formación de aductos o puentes de unión entre 
guaninas adyacentes (cis-GG). Estas uniones tienen lugar entre guaninas de la misma 
cadena de ADN o intracatenarias, así como entre guaninas de distinta cadena de ADN 
o intercatenarias (Eastman y Barry, 1987; Perez, 1998). Su toxicidad se asocia 
mayoritariamente a uniones intracatenarias (Pinto y Lippard, 1985). En este sentido, 
dentro de los aductos formados en la misma cadena, un 65% corresponden a aductos 
cis-GG, y un 25% son cis-GA, siendo solo un 5% cis-GXG. Cabe destacar, que sólo un 
5% del total de aductos cis-CG se dan entre cadenas distintas del ADN. Estos aductos 
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también contribuyen a la toxicidad del CDDP puesto que las enzimas encargadas de 
eliminarlos no son capaces de hacerlo y por tanto, polimerasas y demás enzimas 
encargadas de la replicación del ADN no pueden ejercer su función. Todos estos 
fenómenos provocan la muerte celular que mayoritariamente se da por apoptosis 
(Gonzalez y col., 2001). 
Aunque los mecanismos responsables de la nefrotoxicidad del cisplatino no están 
claros, existen evidencias de la implicación de procesos de estrés oxidativo. Se ha 
visto un aumento en la peroxidación de lípidos de tejidos renales tras el tratamiento 
con cisplatino in vivo (Sugihara y col., 1987) y en cortes de corteza renal tratadas con 
cisplatino in vitro (Hannemann y Baumann, 1988; Brady y col., 1993). El descenso del 
glutation intracelular (GSH), el cual podría actuar como quelante de radicales (Reed, 
1990), potencia la citotoxicidad inducida por cisplatino (Anderson y col., 1990; Montine 
y Borch, 1990). Antioxidantes y quelantes de radicales previenen la peroxidación de 
los lípidos inducida por cisplatino y la nefrotoxicidad (Hannemann y Baumann, 1988; 
Baldew y col., 1989; Zunino y col., 1989; Basinger y col., 1990; Brady y col., 1990). Sin 
embargo, el papel de la peroxidación en la nefrotoxicidad de lípidos permanece en 
controversia. El descenso de la gluconeogénesis inducida por cisplatino no se ve 
afectada por el uso de antioxidantes y quelantes de radicales (Hannemann y 
Baumann, 1988; Baldew y col., 1989; Zunino y col., 1989; Basinger y col., 1990; Brady 
y col., 1990). La inhibición de la absorción de p-aminohipurato, sustancia que se 
elimina prácticamente en su totalidad por filtración glomerular y secreción, por CDDP 
tampoco está asociada con la peroxidación de lípidos en cortes de corteza renal 
(Inselmann y col., 1995). 
La necrosis, inducida por altas concentraciones de cisplatino se asocia con efectos 
adversos como la bajada de los niveles de glutation, acumulación de peróxidos, y la 
liberación de lactato deshidrogenada, lo cual es mejorado por el empleo de N-
acetilcisteína (NAC), sugiere la implicación del estrés oxidativo en este proceso 
(Salahudeen y col., 1998). Lieberthal (1996) muestra que la apoptosis ocurre a 
concentraciones más bajas de cisplatino y es posible que preceda a la necrosis 
(Salahudeen y col., 1998). La implicación de la apoptosis como un importante 
mecanismo en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino ha ganado aceptación en los 
últimos años. 
El arsénico es un metaloide que se sitúa en el Grupo V de la tabla periódica por su 
capacidad de formar iones X3- . Las características de reactividad y de toxicidad de las 
sales de arsénico dependen de su estado de oxidación, siendo las especies trivalentes 
más tóxicas que las pentavalentes. 
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En la naturaleza, el arsénico se encuentra en muy pocas ocasiones en estado 
puro; se suele encontrar como óxidos, sulfuros o sales como sodio, potasio y calcio, 
distribuyéndose por el medio ambiente en aguas contaminadas. De hecho, la principal 
vía de exposición a arsénico es mediante el agua potable junto con las emisiones 
industriales. Entre las especies arsenicales que se encuentran en el medio ambiente, 
la más peligrosa es el arsénico inorgánico. La exposición a arsénico causa múltiples 
daños a la salud entre los que se pueden destacar enfermedades cardiovasculares, 
hepáticas y renales, cáncer de riñón, hígado, pulmón, vejiga urinaria y piel. Por ello, 
fue incluido por la IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) en el grupo I 
de carcinógenos humanos en 1979. 
A pesar de sus efectos tóxicos, el arsénico ha sido utilizado en medicina durante 
mucho tiempo. En la actualidad se sigue utilizando en la medicina tradicional china 
como remedio para enfermedades reumáticas, soriasis y sífilis. En las últimas dos 
décadas los compuestos arsenicales, y en particular el trióxido de arsénico, ha 
despertado un gran interés en la comunidad científica por su capacidad de producir 
una remisión total de leucemia promielocítica aguda (Chen y col., 1997; Soignet y col., 
1998). 
Los mecanismos por los que el arsénico actúa en células vivas no están todavía 
completamente entendidos. Se sabe que posterior a la entrada en la célula, el arsénico 
es biometilado a especies orgánicas trivalentes y pentavalentes, y que es un proceso 
de toxificación (Florea y Busselberg, 2006). El arsénico puede dañar a las células 
reemplazando a metales fisiológicos en los sitios específicos de unión a moléculas 
(Qian y col., 2003). También, puede actuar como catalizador en reacciones de oxido-
reducción resultando en la formación de especies reactivas de oxígeno que pueden 
dañar el ADN, lípidos o proteínas. El arsénico por si mismo puede disparar rutas de 
señalización implicadas en proliferación o crecimiento celular y apoptosis (Yang y 
Frenkel, 2002; Qian y col., 2003). Los compuestos de arsénico inhiben las enzimas de 
reparación de ADN y las formas metiladas de arsénico promueven la carcinogénesis 
en vejiga, riñón, hígado y la glándula del tiroides (Florea y Busselberg, 2006). El 
arsénico inhibe las funciones biológicas de varias proteínas al reaccionar con sus 
grupos sulfidrilos (Goering y col., 1999). 
El cadmio y otros metales pesados son contaminantes ambientales frecuentes con 
efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos ya conocidos. Las 
concentraciones de cadmio en poblaciones con alta polución están aumentando en 
sangre, orina, pelo y uñas. Debido a su uso extendido en baterías o agentes 
corrosivos están presentes en muchas cadenas alimentarias (Zimmerhackl y col., 
1998). La acumulación de cadmio en el riñón provoca una disfunción del túbulo 
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proximal inicialmente, seguida de un daño glomerular que conduce a un daño renal 
crónico (Satarug y col., 2000). Los mecanismos celulares y moleculares por los que el 
cadmio causa nefrotoxicidad todavía no se conocen completamente. El cadmio dispara 
respuestas de estrés en varias cascadas de señales y pueden inducir toxicidad renal 
por la modificación de la actividad de factores de transcripción que son los 
responsables de la respuesta a estrés (Xie y Shaikh, 2006). Algunas investigaciones 
han descrito que el cadmio induce apoptosis en diferentes tipos celulares, incluidas 
células del epitelio tubular renal (Ishido y col., 1995; Hart y col., 1999; Thevenod y col., 
2000), y que el estrés oxidativo contribuye a este proceso (Shaikh y col., 1999). 
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MECANISMOS DE DEFENSA CELULAR  
 
1. Glutation (GSH) 
 
Para prevenir las consecuencias nocivas del metabolismo aeróbico la célula ha ido 
adquiriendo evolutivamente intrincados mecanismos de destoxificación de las ROS 
que se producen de forma fisiológica. Estos mecanismos se pueden clasificar como 
sistemas enzimáticos (superóxido dismutasa, glutation reductasa, catalasa y otras 
proteínas con actividad peroxidasa (Sies, 1991), y sistemas no enzimáticos (glutation 
reducido, vitaminas A, C, E, compuestos derivados del selenio, ácido lipóico y 
ubiquinonas). Existen otros sistemas enzimáticos capaces de metabolizar compuestos 
que generan ROS, como la glutation-S-transferasa, glucuronosil transferasa y 
NAD(P)H quinona reductasa (Sies, 1991). 
El glutation (GSH) es, indudablemente, el sistema antioxidante no enzimático más 
importante de la célula aeróbica, encontrándose en ella en el rango milimolar. Dentro 
de sus funciones, cabe destacar las siguientes: 
- Destoxificación de xenobióticos: Se realiza por unión directa del glutation al 
agente estresante a través de una reacción catalizada por las enzimas glutation 
transferasas, GSTs (glutationilización) (Eaton y Bammler, 1999).  
- Reducción de las especies o intermediarios reactivos del oxígeno: Esta 
reacción puede ser llevada a cabo por dos mecanismos, bien por unión directa entre 
GSH y ROS, o bien por una reacción catalizada por la glutation peroxidasa (GPx). 
 
ENZIMA SUSTRATO PRODUCTOS 
Catalasa H2O2 H2O+O2 
Superóxido dismutasa O2·- H2O2+ O2 
Glutation peroxidasa ROOH+GSH ROH + H2O+GSSG 
 
- Conservación de los grupos tiólicos de las proteínas: el GSH se puede oxidar 
formando disulfuros mixtos con las proteínas (GS-proteína), por la unión reversible a 
residuos cisteína o metionina mediante puentes disulfuro. Este hecho proporciona a la 
proteína un elemento protector frente a un daño irreversible en situaciones de intenso 
estrés oxidativo. Estos puentes disulfuro son eliminados por la enzima glutarredoxina 
(Grx) que es reducida por GSH al cesar la condición del estrés (Holmgren, 2000). 
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La enzima glutation reductasa (GR) tiene un papel importantísimo en el 
metabolismo del GSH ya que esta es la que se encarga de reducir el glutation oxidado 
(GSSG), utilizando NADP+H+ como cofactor de la reacción y donante de protones. 
A pesar de ser la mitocondria el sitio principal de producción de ROS, el GSH no 
puede ser sintetizado en este orgánulo. Por ello el GSH ha de ser transportado a la 
mitocondria desde el citosol para minimizar los daños por oxidación que se producen 
sobre los grupos tiólicos de las proteínas, y mantener la integridad de la membrana de 
este orgánulo. Por ello, la eliminación del GSH que se encuentra en la mitocondria 
supone unos efectos altamente perjudiciales para la célula (Reed, 1990). De hecho, se 
ha descrito que la disminución de los niveles de GSH intramitocondrial es capaz de 
inhibir determinados enzimas antioxidantes, lo que conduce a la acumulación de ROS 
y al posterior desacoplamiento de la cadena respiratoria (Thanislass y col., 1996). 
El tratamiento con butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor específico de la 
enzima limitante en la síntesis del GSH, γ-glutamil-cisteína sintetasa (Griffith y Meister, 
1979), causa la eliminación de este agente antioxidante, pudiendo así incrementar el 
efecto de diversos agentes citotóxicos (Prozialeck y Lamar, 1995; Troyano y col., 
2001). 
Estos datos enfatizan la importancia que tiene el glutation dentro de los sistemas 
antioxidantes y de destoxificación de la célula, como modulador de la muerte celular y 
como defensa antioxidante frente a una excesiva acumulación de ROS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Representación esquemática del papel protector y ciclo de reducción del GSH. 
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2. Proteínas de estrés 
 
En 1962, Ritossa observó en células de las glándulas salivales de Drosophila 
melanogaster, la mosca de la fruta, cómo el cromosoma presentaba pocos minutos 
después de ser sometidas a incrementos en la temperatura ambiental, engrosamientos 
en diferentes lugares del ADN. Estos abultamientos del ADN correspondían a la 
amplificación de genes que codificaban proteínas que fueron posteriormente 
identificadas por Tissières como proteínas choque térmico (Schedl y col., 1978). Más 
tarde se observó que otros estímulos como los metales pesados, hipoxia, estrés 
oxidativo o daños en el DNA podían tener el mismo efecto. Por esta razón es más 
apropiado denominarlas “proteínas de estrés”. 
Todos los organismos vivos expresan algunos de los miembros que componen 
esta familia de proteínas bajo condiciones normales. La estabilidad y el transporte de 
proteínas en el interior celular es la función principal de esta familia, por lo que 
constituyen las chaperonas por excelencia (Ellis, 1987). 
Las proteínas de choque térmico (HSP) son producidas por células expuestas a 
estrés biológico como calor o agentes químicos (Shimada y col., 1998). Las HSPs se 
clasifican en grupos en función de su peso molecular:  
- HSPs de alto peso molecular donde nos encontramos la familia Hsp90, Hsp70 
y Hsp60 (Welch, 1991). Actúan como chaperonas en el plegamiento, 
oligomerización y translocación (Benjamin y McMillan, 1998). La proteína 
Hsp70 se suele expresar a muy bajo nivel en situaciones normales, 
induciéndose fuertemente en respuesta al estrés 
- HSPs de bajo peso molecular: las cuales tienen masas moleculares desde 10 a 
30 kDa. Aunque las funciones de Hsp27 y αB-cristalina, no están tan bien 
caracterizadas como las HSP de alto peso molecular, se piensa que podrían 
tener también funciones de chaperonas (Benjamin y McMillan, 1998). La 
actividad de Hsp27 está regulada por modificaciones post-transcripcionales 
como la fosforilación (Welch, 1985; Benjamin y McMillan, 1998). También se ha 
descrito que la forma fosforilada de Hsp27 se transloca desde citosol al núcleo 
en células progenitoras del hipocampo, y previene la apoptosis (Geum y col., 
2002). 
Se ha descrito la estimulación de la expresión de Hsp70 en asociación con la 
apoptosis inducida por butirato y choque térmico en células BL-30 de linfoma de Burkitt 
(Filippovich y col., 1994). Por otro lado, existen trabajos que describen variaciones a lo 
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largo del ciclo celular de la forma inducible HSP70 que estaría implicada en la 
apoptosis inducida por calor en células HL-60 (He y Fox, 1997). 
El mecanismo por el cual Hsp70 protege de la apoptosis, empezó a ser 
vislumbrado en fibroblastos Rat-1 (Gabai y col., 2000). En estas células, Hsp70 
protege de la apoptosis inducida por calor afectando la actividad de la MAP quinasa 
JNK, un componente temprano de la ruta apoptótica. Se ha visto que Hsp70 reduce el 
periodo de activación de la quinasa acelerando la desfosforilación de JNK. 
Recientemente se ha visto que Hsp70 previene la activación de caspasa 3, rotura 
de PARP, aparición de ADN fragmentado y, finalmente, la muerte celular apoptótica en 
células U-937 (Li y col., 2000). Se ha sugerido que Hsp70 inhibe la apoptosis a través 
de su función chaperona, aunque no se puede excluir la posibilidad de que Hsp70 
actúe como cofactor. Hsp70 inhibe la apoptosis actuando después de la liberación del 
citocromo c y antes de la activación de la caspasa 3 (Li y col., 2000).  
Estudios realizados muestran que Hsp70 puede ser inducida en células del túbulo 
renal en diversas condiciones de estrés, sugiriendo una función citoprotectiva, las 
principales HSPs se localizan principalmente en el epitelio tubular del riñón. Recientes 
estudios in vivo muestran que pueden estar inducidas en células dañadas en modelos 
animales de fallo renal agudo debido a isquemia y drogas nefrotóxicas (Wakui y col., 
1995). 
También existe la posibilidad de que otras HSPs, que pueden tener papeles 
citoprotectivos se indujesen en los mencionados modelos. Por ejemplo, (Mehlen y col., 
1993) encontraron que la expresión transitoria de Hsp27 en un modelo celular de 
mono (células COS) aumenta la resistencia al calor y al H2O2. Hsp27 regula la 
apoptosis a través de su capacidad para interaccionar con los componentes 
principales de las rutas de señalización apoptóticas (Concannon y col., 2003). Hsp27 
podría mantener la estabilidad mitocondrial en la célula, así como el estado redox. 
Incrementos en la expresión de Hsp27 durante la respuesta al estrés celular se 
correlacionaría con una mejor supervivencia al estrés citotóxico. (Arya y col., 2007). 
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LINEAS CELULARES DE TÚBULO RENAL PROXIMAL 
 
La unidad funcional del riñón de mamíferos es la nefrona, la nefrona puede 
dividirse en tres regiones principales: la nefrona proximal, el asa de Henle y la nefrona 
distal. La nefrona proximal consta de la cápsula de Bowman, que rodea al glomérulo, y 
el túbulo proximal. La horquilla del asa de Henle comprende una rama descendente y 
una rama ascendente. Esta última acaba en el túbulo distal, el cual se une a un 
conducto colector que sirve para varias nefronas. En cada región nos encontramos 
distintos tipos celulares cumpliendo una función específica. 
En el túbulo proximal se inicia el proceso de concentración del filtrado 
glomerular compuesto por agua y solutos no proteicos (cristaloides como Na+, K+, Cl-, 
glucosa y urea) en proporciones aproximadas a las que hay en plasma. Cerca del 75% 
del filtrado se reabsorbe antes de que llegue al asa de Henle. El túbulo proximal está 
diseñado especialmente para la reabsorción masiva de sal y agua, son células ricas en 
mitocondrias y los numerosos microvilli en el lado luminal de las células del epitelio 
tubular forman el denominado borde en cepillo. Además de su actividad reabsorbente, 
las células del túbulo proximal secretan activamente diversas sustancias al interior de 
la luz tubular. De este modo se eliminan numerosos metabolitos de la sangre, 
incluyendo sales biliares, creatinina, hipuratos, prostaglandinas y urato. Además, el 
riñón también elimina numerosas sustancias mediante secreción, incluyendo fármacos 
como la penicilina, la quinina y los salicilatos (aspirina). Existen dos sistemas de 
transporte de baja especificidad, uno para los aniones como el amino hipurato y otro 
para los cationes como la creatinina. Al igual que ocurre con el transporte de 
aminoácidos y de glucosa desde la luz hacia el interior de las células tubulares, estos 
sistemas de transporte pueden quedar saturados. 
Las células tubulares proximales son las más vulnerables a las sustancias 
tóxicas de la sangre, debido a su intensa exposición al filtrarse por el glomérulo, a los 
sistemas enzimáticos que activan los tóxicos y al transporte selectivo de sustancias 
tóxicas  
La presencia de células apoptóticas se ha demostrado en varias enfermedades 
renales. Sin embargo, existen numerosas preguntas sin respuesta acerca del papel 
preciso de la apoptosis en el daño renal y los factores extra e intracelulares que 
inducen y previenen este proceso en el riñón. La apoptosis provocada por isquemia, 
toxinas exógenas, o mediadores endógenos de daño, podrían ser la causa que 
desencadenara la enfermedad renal. La progresión de la enfermedad renal, podría ser 
consecuencia de la persistencia de una tasa alta de apoptosis de las células 
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parenquimales que conducen a la atrofia tubular y glomerular. Alternativamente, una 
baja tasa de apoptosis puede promover la fibrosis renal (Ortiz y col., 1996). 
Apoptosis y necrosis de células tubulares ha sido observada durante isquemia, 
intoxicaciones y fallo renal agudo obstructivo (Gobe y Axelsen, 1987; Ledda-
Columbano y col., 1989; Gobe y col., 1990; Schumer y col., 1992; Shimizu y 
Yamanaka, 1993; Nouwen y col., 1994). No está clara la contribución relativa de los 
dos tipos de muerte a la pérdida inicial de células. La apoptosis podría ocurrir en 
células proliferativas en un proceso compensatorio después del daño renal. Estas 
células podrían ser más sensibles al déficit absoluto o relativo de factores de 
supervivencia. En este sentido podría contribuir a la persistencia de una recuperación 
retrasada después del fallo renal agudo, pero también la apoptosis podría contribuir a 
una adecuada resolución del daño (Ledda-Columbano y col., 1989; Shimizu y 
Yamanaka, 1993; Nouwen y col., 1994). En este último caso podría representar un 
balance fisiológico para controlar una respuesta compensatoria exagerada después 
del daño. De hecho se ha observado un segundo pico de apoptosis cuando los túbulos 
necróticos han sido completamente reconstituidos por un epitelio hiperplásico (Shimizu 
y Yamanaka, 1993). 
Comprender el papel y la regulación de la apoptosis en las enfermedades 
renales puede mejorar nuestro conocimiento del modo de acción de terapias en 
progreso, y esto podría también procurarnos las bases para el diseño de nuevas 
estrategias terapéuticas. Estas nuevas terapias pueden incluir drogas que interfieren 
con el desarrollo de la apoptosis, estrategias antisentido y antagonistas de citoquininas 
o mediadores lipídicos. Aunque las precisas y potenciales dianas genéticas de las 
terapias moduladoras de la apoptosis todavía tienen que ser definidas. 
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Se pretende aportar nuevos datos sobre la forma en que agentes citotóxicos 
desencadenan el proceso de apoptosis en células renales, con la pretensión de reducir 
su efecto nefrotóxico. Los agentes utilizados en nuestros estudios, son aquellos que 
tienen una mayor incidencia en este tipo celular.  
Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos: 
 
1. Establecer el modelo de células renales quiescentes. 
 
2. Analizar la implicación de distintas MAPKs en el proceso de apoptosis inducido por 
distintos agentes nefrotóxicos. 
 
3. Comprobar la implicación de p38-MAPK en la apoptosis inducida por cisplatino en 
distintas líneas de túbulo proximal y distal. 
 
4. Investigar cómo influye el estado celular en el papel de p38-MAPK. 
 
5. Estudiar los mecanismos por los que p38-MAPK regula la apoptosis en este 
modelo celular. 
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MATERIALES 
 
 
MATERIAL BIOLÓGICO 
 
1. Líneas celulares 
 
Esta tesis se ha realizado en su mayoría, utilizando como modelo celular la línea 
NRK-52E de carácter epitelial renal que fue clonada a partir del mismo cultivo mixto de 
células normales de riñón de rata del que se obtuvo la línea NRK-49F, con 
características de fibroblastos (de Larco y Todaro, 1978). 
Otras líneas celulares utilizadas: 
a) Células LLC-PK1: epitelio tubular renal de cerdo (Hull y col., 1976). 
b) Células MDCK: epitelio tubular renal de perro (Gaush y col., 1966). 
c) Células HK-2 epitelio tubular proximal humano (Ryan y col., 1994). 
En algunas ocasiones se ha empleado la línea celular humana U-937. Esta línea, 
de naturaleza promonocítica, fue establecida por Sundström y Nilsson a partir de un 
paciente con linfoma histiocítico difuso (Sundstrom y Nilsson, 1976). 
 
2. Condiciones de cultivo celular 
 
En el cultivo y propagación de las líneas NRK-52E, LLC-PK1 y MDCK se utilizó el 
medio D-MEM bajo en glucosa (1000 mg/L) (Gibco BRL). En el cultivo de la línea HK-2 
se empleó D-MEM/F-12 (1:1) sin glutamina (Gibco BRL) y además se suplementó el 
medio con Insulin-Tranferrin-Selenium-X (Gibco BRL). Por último, en el caso de la 
línea celular humana U-937 se empleó el medio RPMI-1640 (Life Technologies, Inc.). 
A los medios de cultivo se añadieron los siguientes compuestos, a las 
concentraciones finales indicadas: 
Glutamina (Gibco BRL)            2 mM 
Penicilina-Estreptomicina (Gibco BRL)   100 IU/ml 
Suero fetal bovino (FBS) descomplementado      5%(v/v) 
El suero fetal bovino se descomplementó por calentamiento a 56ºC durante 30 
minutos. 
Los cultivos fueron realizados en una estufa termostatizada a 37ºC, en una 
atmósfera humidificada al 5% de CO2. Las líneas de túbulo renal se mantuvieron 
mediante 2 pases por semana tripsinizándolas durante 5 minutos a 37ºC. 
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MATERIAL NO BIOLÓGICO 
 
1. Agentes y tratamientos celulares 
 
Se han utilizado agentes y tratamientos inductores y/o moduladores de la muerte 
celular, que se detallan a continuación. Agentes: 
 
     -Butilhidroxianisol (BHA). Se restituyó en etanol absoluto a una concentración 
de 500 mM conservándose a -20ºC. Se utilizó a una concentración final de 200 
µM. 
     -Catalasa: Sigma. Concentración del stock comercial 113500 U/ml, que se 
conservó a 4ºC. Se utilizó a una concentración final de 500 U/ml. 
     -Cisplatino (CDDP): Sigma. P.m.: 333,0. Se disolvió en agua a una 
concentración stock de 3,3 mM. Este stock se mantuvo a 4ºC protegido de la luz 
no más de 2 semanas. 
     -Cloruro de Cadmio (CdCl2): Sigma. P.m.:189,39. El stock se preparó en 
agua a una concentración de 100 mM y fue almacenado a 4ºC. 
     -L-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO): Sigma. P.m.: 222,3. Inmediatamente 
antes de su uso, se disolvió en agua a una concentración stock de 50 mM. La 
concentración a la que fue utilizado es de 1 mM. 
     -PD98059: Calbiochem. P.m.: 267,3. Se disuelve en DMSO hasta una 
concentración de 20mM conservándose a -20ºC. La concentración final durante 
los tratamientos es de 40µM. 
     -SB203580: Calbiochem. P.m. 377,4. El stock se diluye en DMSO hasta una 
concentración final de 13,2mM conservado a -20ºC. La concentración de uso es 
de 15µM. 
     -SB220025: Calbiochem. P.m. 338,4. El stock se diluye en DMSO hasta una 
concentración de 20mM, conservándose en oscuridad a -20ºC. La concentración 
de uso fue de 2µM. 
     -SP600126: Calbiochem. P.m. 220,2. Se diluye hasta una concentración 
stock de 20mM en DMSO y se conserva a -20ºC, protegido de la luz. La 
concentración de uso es 20µM. 
     -Trióxido de arsénico (As2O3): Sigma. P.m.: 197,84. El stock se prepara en 
una solución básica de agua destilada a una concentración de 100mM y 
conservado a 4ºC. 
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     -U126: Calbiochem. P.m.:380,5. El stock del producto es de 2,63 mM en 
DMSO y conservado a -20ºC. La concentración de uso es10 µM. 
     -Z-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona (Z-VAD-fmk): Calbiochem. P.m.: 467,5. El 
stock se disolvió en DMSO a una concentración de 20mM y se almacenó a -
70ºC. Se utilizó a una concentración final de 40µM. 
 
Todos los agentes disueltos en agua, fueron posteriormente esterilizados mediante 
filtración utilizando filtros de 0,22µm (GSW PO2500, Millipore) antes de la adición al 
cultivo. 
 
 
2. Material fotográfico. 
 
En las exposiciones fotográficas se utilizaron películas X-OMAT AR (Kodak) y 
AGFA Curix RP2 Plus, que fueron reveladas en un aparato AGFA Curix 60, que utiliza 
revelador G-153 y fijador G-354. 
En la composición de figuras se empleó un escáner HP Scanjet 4070 Photosmart y 
como programas de edición de imágenes Corel Draw v.12 y Microsoft Power Point 
2000. 
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MÉTODOS 
 
 
ANÁLISIS DE PARÁMETROS CELULARES 
 
 
1. Cuantificación de células apoptóticas 
 
1.1. Por microscopía de fluorescencia (Vergne, 1987) 
 
Procedimiento: 
• Las células se siembran en cámaras portaobjetos, Lab-Tek® Chamber 
Slide™, y se realiza el tratamiento correspondiente. 
• Se retira la cámara y se dejan las células secar al aire. 
• Se fijan las células en etanol al 70% (v/v) a temperatura ambiente durante 20 
minutos y se dejan secar los portas. 
• La tinción del ADN se realiza sumergiendo los portaobjetos en una solución 
de PBS que contiene 1µg/ml de DAPI (4’,6’-diamino-2-fenilindol; Serva 
(Heidelberg, Alemania)) durante 20 minutos en oscuridad, que tiñe el ADN. 
• Tras dejar secar en oscuridad, las preparaciones se montan añadiendo una 
gota de medio de montaje (10% (v/v) PBS, 0,1% (p/v) de o-fenilendiamina, 
90% (v/v) glicerol) y colocando el cubreobjetos encima. 
• Las preparaciones se pueden conservar a -20ºC y protegidas de la luz hasta 
su observación por microscopia de fluorescencia, viéndose las células 
apoptóticas con el ADN condensado y fragmentado en múltiples cuerpos 
apoptóticos. 
 
1.2. Por citometría de flujo (Crissman y Steinkamp, 1973)  
 
Se pueden detectar las células apoptóticas cuantificando su contenido ADN teñido 
con un agente intercalante como ioduro de propidio. Estas células tienen su ADN 
condensado y fragmentado, lo que les hace incorporar menos cantidad de ioduro de 
propidio. 
La fluorescencia emitida por este compuesto fue detectada por un citómetro de 
flujo EPICS-XL Coulter (Florida, USA) que opera a 200 mW, usando una longitud de 
onda de excitación de 488 nm emitida por un láser de argón, y un filtro con pico de 
emisión de 590nm. 
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Procedimiento: 
• Después de tripsinizar, se recogen las células contenidas en cada pocillo de 
una placa de cultivo de 6. Tras su centrifugación a 1000 r.p.m. se lavan con 
PBS 1X. 
• El sedimento celular obtenido, se resuspende en 425 µl de PBS, 50 µl de NP-
40 10% (concentración final: 1% (v/v) en PBS) y 3 µl de RNasa A 10 mg/ml 
(0,5 mg/ml final) y se incuban a temperatura ambiente durante 20 minutos. 
• Después se añaden 25 µl de ioduro de propidio 1 mg/ml (50 µg/ml final) y se 
analiza por citometría de flujo la intensidad de fluorescencia que emiten, 
considerando apoptóticas las células con contenido en ADN hipodiploide 
(pico sub-G1). 
 
1.3. Por colorimetría(APOPercentageTM)* 
 
La translocación de fosfatidilserina a la superficie de la membrana citoplasmática 
se ha vinculado con el inicio de la fase de ejecución de la apoptosis. El 
desplazamiento de fosfatidilserina mediante “flip-flop”, permite la entrada del colorante 
APOPercentage Dye hasta su saturación, entonces, ya no se produce desplazamiento 
alguno a través de la membrana. Las células viables no dejan entrar el colorante y las 
necróticas son incapaces de retenerlo. 
*APOPercentage kit (Biocolor Ltd., Newtownabbey, Ireland, United Kingdom). 
 
Procedimiento: 
• Los tratamientos celulares se realizan en placas de 24 pocillos. 
• Luego se sustituye el medio de incubación por 360µl de medio de cultivo 
fresco, y se añaden 20µl de APOPercentage Dye. 
• Se incuba 30 minutos a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%. 
• Después de retirar la mezcla con cuidado, se hacen dos lavados con 200µl 
de PBS para eliminar el APOPercentage Dye no introducido en la célula. 
• Para realizar la cuantificación colorimétrica, se añaden 100µl de 
APOPercentage Dye release reagent y se agita suavemente la placa durante 
10 minutos. 
• El reactivo recuperado es cuantificado en un lector de placas ASYSHitech 
GmbH (Austria) a una λ de 550 nm. 
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2. Valoración de peróxido de hidrógeno celular 
 
La producción de peróxido de hidrógeno se puede cuantificar mediante el uso de la 
sonda fluorescente diacetato de diclorofluoresceína (H2DCF-DA). Esta sonda, 
permeable a la membrana plasmática, se acumula en las regiones lipídicas 
hidrofóbicas donde es hidrolizada por esterasas celulares, quedando retenida en la 
célula como diclorofluoresceína reducida (H2DCF),y al reaccionar con peróxidos 
produce diclorofluoresceína oxidada (DCF) fluorescente (Bass y col., 1983). 
 
Procedimiento: 
• Después de tripsinizar, se recogen las células contenidas en cada pocillo de 
una placa de 12. 
• Las células se centrifugan a 1000 r.p.m y resuspenden en 1ml de RPMI sin 
rojo fenol. 
• Se añade la sonda H2DCF-DA (Sigma) a una concentración de 5 µM (1µl de 
la solución stock de 5 mM) y se incuban durante una hora a 37ºC. 
• La medida de la fluorescencia se realizará 30 minutos después por citometría 
de flujo utilizando un filtro de 525 nm. 
 
3. Medida del potencial de membrana mitocondrial 
 
La mitocondria genera un fuerte gradiente de carga negativa en su interior gracias 
a la cadena respiratoria que extrae protones de la matriz mitocondrial, generando lo 
que se denomina potencial de membrana mitocondrial (∆ψm). Este gradiente es 
utilizado por la ATPasa mitocondrial en la síntesis de ATP, ayudada por el flujo de 
protones a favor de gradiente que entran en la matriz. 
Las sondas que se emplean en el estudio de ∆ψm son sustancias catiónicas 
hidrófobas, por lo que se acumulan preferentemente en la mitocondria. Esta 
acumulación depende del potencial de membrana mitocondrial, a favor de gradiente de 
la carga negativa (Petit y col., 1990). En este trabajo se probó la sonda rodamina 123 
(R123). 
 
Procedimiento: 
• Se siembran las células en placas de 6 pocillos. Una vez realizado el 
experimento se recogen por tripsinización. 
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• Las células se centrifugan a 1000 r.p.m., luego el sedimento se resuspende 
en PBS 1X con 1µg/ml de R123 y se incuban durante 20-30 minutos en 
oscuridad a 37ºC. 
• Para eliminar el APOPercentage Dye no introducido en las células, se lavan 
con PBS 1X y se mide la fluorescencia por citometría de flujo con un filtro de 
525 nm. 
 
 
4. Valoración de actividad caspasa 
 
Procedimiento para extraer proteínas: 
• Se recogen las células contenidas en una Placa Petri de 60mm de diámetro 
mediante raspado. Se centrifugan a 1000 r.p.m., y se lavan en PBS 1X. 
• Las células se resuspenden en 50µl de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 
7.5, 0,03% (v/v) de NP-40, 1mM de DTT) y se dejan 30 minutos a 4ºC. 
• El lisado celular se centrifuga a 13.800 g, durante 15 minutos a 4ºC. 
• Se recoge el sobrenadante y, tras ser valorado mediante el uso del reactivo 
BioRad Protein Assay Reagent, se conserva a -80ºC hasta su uso. 
 
Procedimiento para medir la actividad de caspasa: 
• En placas de 96 pocillos se aplican alícuotas con la misma cantidad de 
proteína (30µg) y se añade el sustrato de caspasa correspondiente a una 
concentración final de 200µM, completando después hasta 200µl con PBS. 
• Después de incubar a 37ºC en oscuridad durante una hora, se midió la 
absorbancia de cada pocillo a 405 nm. 
El sustrato de caspasa (caspase-3 substrate I, colorimetric Ac-DEVD-pNA) de la 
marca Calbiochem se solubilizó en DMSO a una concentración de 5mM y se conservó, 
protegido de la luz, a -20ºC. 
 
 
5. Determinación de glutation celular (Fernandez-Checa y Kaplowitz, 1990)  
 
En esta valoración se utiliza la sonda monoclorobimane (Molecular Probes) que 
interacciona específicamente con este compuesto. Esta sonda adquiere fluorescencia 
tras su conjugación con los grupos tiólicos (preferentemente GSH), por lo que es 
fácilmente detectable. 
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Procedimiento: 
• Las células se siembran en placas Petri de 10 cm de diámetro, se recogen 
con la ayuda de un rascador de placas, y tras su centrifugación a 1000 r.p.m. 
se lavan en PBS 1X. 
• Después de resuspender las células en 400µl de PBS 1X con la sonda, a una 
concentración final de 2mM, se incuban en oscuridad a 37ºC durante 20 
minutos. 
• Se retira el exceso de sonda mediante lavado, resuspendiendo las células, 
después, en PBS 1X. 
• La fluorescencia de las muestras se mide en un lector PolarStar Galaxy 
Fluoremeter (BMG Lab Technologies) a una λ de excitación de 390 nm y de 
emisión de 520 nm, utilizando placas de 96 pocillos de fondo plano donde las 
muestras se reparten entre cuatro pocillos. 
• Los resultados obtenidos son normalizados con la cantidad de proteína de 
cada muestra. 
 
6. Análisis de platino celular por TXRF (Total-reflection X-Ray Fluorescente) 
 
El análisis por TXRF se realizó usando un espectofotómetro Seifert Extra-II 
(Seifert, Ahrensburg, Germany). Las determinaciones de TXRF se llevaron a cabo de 
acuerdo al procedimiento descrito en la bibliografía (Quiroga y col., 2006). 
 
Procedimiento: 
• Una muestra de 100µl de la suspensión celular o de ADN se introduce en un 
tubo prueba de 2ml. 
• Esta solución se estandariza con 100 ng/ml de vanadio (Merck, ICP solución 
estándar de vanadio). 
• A continuación la muestra se introduce en un concentrador de flujo de 
nitrógeno de alta pureza a una temperatura de 70ºC hasta que el volumen se 
reduce 5 veces. 
• Se toma una alícuota de 5 µl y se deposita en un reflector de cuarzo y se 
seca sobre un soporte de cerámica a una temperatura de 50ºC. El proceso 
entero se realiza en una cabina de flujo (Model A-100). 
• Las muestras se analizan utilizando la línea de Rayos X del molibdeno bajo 
unas condiciones de trabajo de 50 КV y 20 mA. Los espectros son grabados 
entre 0-20КeV. Se analizan simultáneamente los siguientes elementos: P, S, 
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K, Ca, V, Fe, Cu, Zn, As, Br, Rb, Sr, Ni, Mn, y Pt, para obtener una perfecta 
deconvolución de ficheros asociados con el espectro general. La línea de Pt 
se usa para la cuantificación de Pt. 
 
6.1. Determinación de cisplatino intracelular 
 
Procedimiento: 
• Se siembran las células en placas Petri de 10 cm de diámetro. Después de 
realizar el experimento correspondiente se recogen las células con un 
rascador de placas y se lavan en PBS 1X. 
• Las células son resuspendidas en 400µl de PBS  
• Alícuotas celulares de 50µl se diluyen en agua destilada con acido nítrico y 
peróxido de hidrógeno (<1% v/v) hasta un volumen final de 500µl. 
• La determinación de platino contenido en la muestra se analiza por TXRF 
(apartado 6) y es referido a la cantidad de células que corresponde. 
 
6.2. Determinación de cisplatino unido a ADN 
 
Procedimiento: 
• Se siembran las células en placas Petri de 60mm de diámetro. Tras la 
finalización del tratamiento se recogen las células con un rascador de placas, 
se centrifugan a 1000 r.p.m., y se lavan con PBS 1X. 
• El ADN se extrae siguiendo las instrucciones del QIAamp Mini Kit (Qiagen 
GMBH, Hilden, Germany) eluyendo con 150 µl de tampón AE. 
• La cantidad de cisplatino es cuantificado por TXRF (apartado 6) y es referida 
a su contenido en ADN determinado en un Thermo Scientific NanoDropTM 
1000. 
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PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
 
1. Preparación de proteínas 
 
1.1. Obtención de extractos proteicos totales 
 
Procedimiento: 
• Se recogen mediante raspado las células contenidas en una Placa Petri de 
60 mm de diámetro. 
• Se centrifugan a 1000 r.p.m y se lavan en PBS 1X. El sedimento celular se 
resuspende en 75µl de tampón (Tris-HCl 20 mM, pH=7,5, MgSO4 5mM, 
EGTA 0.5mM, 1% (v/v) de cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma), 1% 
(v/v) β-mercaptoetanol, y los inhibidores de fosfatasas NaF (10 µM) y 
ortovanadato sódico (1 µM). 
• Las muestras se sonican durante 2 ciclos de 20 segundos en hielo en un 
sonicador Branson Digital Sonifier 450TM a una amplitud del 10%. Los 
extractos totales obtenidos se pueden almacenar a -20ºC hasta su uso. 
 
1.2. Obtención de extractos proteicos citosólicos 
 
Procedimiento: 
• Se recogen mediante raspado las células contenidas en una Placa Petri de 
10cm de diámetro. Se centrifugan a 1000 r.p.m., tras lo cual se lavan en PBS 
1X y se vuelven a centrifugar. 
• Para llevar a cabo la lisis, se añaden 100µl de tampón de lisis, que contiene: 
KCl 80mM, sacarosa 250 mM, digitonina 350µg/ml (Calbiochem) y 1% (v/v) 
de cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma). 
• Las muestras se incuban 5 minutos en hielo y posteriormente se cenrifugan a 
10.000 g durante 5 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes corresponden a las 
fracciones citosólicas. 
 
 
1.3. Valoración de proteínas 
 
La concentración de las muestras se valora utilizando el reactivo BioRad 
Protein Assay Reagent.  
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2. Análisis de proteínas por (“Western” blot) 
 
Procedimiento: 
• La misma cantidad de proteína por pocillo, se separara por electroforesis en 
geles de SDS-poliacrilamida (BioRad) según el método de (Laemmli, 1970), 
por el sistema de separación electroforética Mini-Protean (BioRad). 
• Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieren a una membrana de 
PVDF (InmobilonTM-P, Millipore) por el sistema de transferencia Mini-Protean 
(BioRad) durante 1 hora a 100V. 
• La membrana fue bloqueada con T-TBS (0,05%(v/v) Tween-20, Tris 25mM, 
NaCl 150 mM, pH=7,5) con un 1% de albúmina de suero bovino (Roche) o un 
4% de leche desnatada durante 1 hora a temperatura ambiente. 
• La membrana con el anticuerpo primario se incuba toda la noche, a 4ºC y en 
agitación, en la solución de bloqueo y luego se someten a tres lavados en T-
TBS de 10 minutos. 
• Después se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente, con el anticuerpo 
secundario conjugado con peroxidasa, y diluido en la solución de bloqueo. 
• Tras otra serie de lavados las membranas se revelan con el kit comercial 
ECL (Enhanced Chemiluminiscence Western Blotting Detection System 
RNP2019, Amersham) en las condiciones recomendadas por el fabricante. 
 
 
3. Relación de anticuerpos utilizados 
 
• Primarios 
 
Proteína Origen Dilución Casa Comercial 
p44/p42 ERK humana conejo 1:1000 Cell Signaling 
Fosfo-p44/p42 humana 
(Thr202/Tyr204) 
conejo 1:1000 Cell Sgnaling 
p38 humana conejo 1:1000 Cell Signaling 
Fosfo-p38 humana 
(Thr180/Tyr182) 
conejo 1:1000 Cell Signaling 
SAP/JNK humana conejo 1:1000 Cell Signaling 
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Proteína 
 
Origen Dilución Casa Comercial 
Fosfo-JNK (Thr183/Tyr185) 
humana 
conejo 1:1000 Promega 
Bax (N-20) humana conejo 1:2000 Santa Cruz Biotech. 
BcL-XL humana conejo 1:1000 Transduction 
Laboratories 
Bid (C-20) humana cabra 1:1000 Santa Cruz Biotech. 
Citocromo c paloma 
Clon 7HB.2C12 
ratón 1:750 BD Pharmigen 
Hsp27 humana ratón 1:2000 StressGen Biotech. 
Hsp60 (K-19) humana cabra 1:1000 Santa Cruz Biotech. 
Hsp70 humana  
Clon C92F3A-5 
ratón  1:1000 StressGen Biotech. 
PKC-δ humana conejo 1:1000 Santa Cruz Biotech. 
p53 DO-1 conejo 1:1000 BD Pharmigen 
Fosfo-Ser15-p53 conejo 1:1000 Cell Signaling 
α-antitubulina  ratón 1:10000 Sigma 
 
• Secundarios 
 
Los anticuerpos secundarios utilizados, como se ha mencionado anteriormente, 
son anticuerpos conjugados con peroxidasa: 
- Frente a anticuerpos de ratón:”horseradish peroxidase-conjugated rabbit 
antimouse IgG” (Dako Diagnósticos, Barcelona). Se empleó a una dilución 
1:5000. 
- Frente a anticuerpos de conejo:”horseradish peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit IgG” (Dako Diagnósticos, Barcelona). Se utilizó a una dilución 1:5000. 
Frente a anticuerpos de cabra: ECL Rat IgG, HRP-Linked (Amersham Bioscience, 
Barcelona). Se utilizó a una dilución 1:5000. 
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TRANSFECCIONES CON VECTORES DE EXPRESIÓN 
 
1. Preparación y análisis de los plásmidos 
 
Se crecen bacterias Escherichia coli (cepa DH5α), portadoras del plásmido 
recombinante, en medio selectivo (LB+Ampicilina). A continuación, se aísla el ADN 
plasmídico siguiendo las instrucciones del sistema comercial QIAGEN Plasmid Mega 
Kit (Qiagen GMBH, Hilden, Germany). Se cuantifica el ADN por espectrofotometría y 
se verifica su identidad por minigeles de agarosa. 
 
2. Transfecciones transitorias 
 
Las células NRK-52E fueron transfectadas con los plásmidos de expresión: 
pCDNA3-flag (MKK6-Ala), pCDNA3-flag (MKK6-Glu) o pEGF-c1 (GFP). El dominante 
negativo MKK6-Ala tiene sustituida la Lys-82 por una Ala, lo cual produce una forma 
inactiva. De forma similar, MKK6-Glu tiene sustituida la Ser-207 y la Thr-211 por Glu, 
funcionando como un substrato endógeno constitutivamente activo para fosforilar 
quinasas como p38- MAPK (Raingeaud, Whitmarsh et al. 1996). 
Las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos hasta que llegan a un estado 
de confluencia, momento en que son transfectadas con la ayuda de liposomas 
catiónicos (Lipofectamina 2000 de Invitrogen) siguiendo las instrucciones de la casa 
comercial. 
 
Procedimiento: 
• Las células se lavan dos veces con PBS 1X, se añaden 0,5 ml de OptiMEM 
(Gibco-BRL) en cada pocillo y se cultivan a 37ºC durante 30 minutos. 
• Se prepara una solución formada por 0,75 µg de ADN plasmídico y 50 µl de 
OptiMEM, y otra formada por 2 µl de lipofectamina y 50µl de OptiMEM, se 
incuban 5 minutos a temperatura ambiente. 
• Las dos soluciones preparadas, con el ADN y la lipofectamina, se mezclan e 
incuban 20 minutos a temperatura ambiente. Luego se añade a las células y 
se incuba a 37ºC durante 6h. Después se retira el medio, se lavan las células 
con PBS 1X y se añaden 0,5 ml de medio de cultivo. 
• Al cabo de 24 h se sustituye el medio de cultivo completo por DMEM sin 
suero y se ponen los tratamientos.  
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• A las 24 h de tratamiento se cuantifican las células apoptóticas de cada 
pocillo por la técnica  colorimétrica  APOPercentageTM. 
• La absorbancia se mide a una λ de 550 nm en un lector de placas 
ASYSHitech GmbH (Austria). 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Todos los experimentos fueron realizados al menos por triplicado, los datos se 
representan como media ± SD. 
Las diferencias de significación entre condiciones experimentales fueron 
examinadas en algunos casos usando el test estadístico “t-Students”. Los niveles de 
significación se indican mediante asteriscos: (*, P < 0.05; **, P < 0.01). 
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1. Modelo experimental 
 
Para obtener una población de células sincronizadas y quiescentes similar al 
epitelio proximal de túbulo renal, tomamos como referencia las condiciones propuestas 
por Stinson (2003). Las células de túbulo renal distal NRK-52E se cultivaron hasta 
llegar a confluencia, a continuación se mantuvieron 3 días con medio completo, y 
finalmente 16 horas con medio sin suero antes de aplicar los tratamientos (Figura 1A). 
La caracterización de células proliferantes o quiescentes se realizó por citometría de 
flujo, identificando cada etapa del ciclo celular según su contenido en ADN mediante 
teñido con yoduro de propidio (IP) (Figura 1B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Células NRK-52E. A) Esquema general del diseño experimental. B) 
Distribución de células proliferantes o quiescentes entre las distintas fases del ciclo 
celular, según el contenido de ADN. Los datos mostrados se obtuvieron mediante 
análisis por citometría de flujo, de células teñidas con IP. 
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2. Apoptosis inducida por distintos nefrotóxicos en células NRK-52E 
quiescentes 
 
Con el fin de caracterizar el proceso de apoptosis en células epiteliales de túbulo 
renal, se procedió a establecer las condiciones necesarias para que tenga lugar dicho 
proceso. Para ello, se estudió el efecto provocado por distintas concentraciones de 
agentes nefrotóxicos o duración de los tratamientos, sobre la aparición de células 
apoptóticas. En una primera aproximación, el grado de apoptosis inducido por el 
tratamiento, se determinó mediante la cuantificación de células con la cromatina 
fragmentada y condensada formando cuerpos apoptóticos. Estos cambios pueden ser 
apreciados al microscopio de fluorescencia tras tinción de la cromatina con el 
fluorocromo DAPI (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Inducción de apoptosis en células NRK-52E. A) Células sin tratar y B) 
células tratadas durante 24 h con 200 µM de cisplatino (los cuerpos apoptóticos están 
indicados con flechas). 
 
 
La capacidad para causar apoptosis celular, fue estudiada con distintas 
concentraciones de cisplatino (CDDP), arsenito (As2O3) y cadmio (CdCl2) µM. Un 
resumen de los resultados obtenidos se muestra en la figura 3, donde se puede 
apreciar que la capacidad de estos agentes para inducir apoptosis, es dependiente de 
la dosis suministrada. El porcentaje de apoptosis obtenido a las 24 h no supera el 
40%, en ninguno de los casos estudiados. 
A B 
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Figura 3. Apoptosis inducida por distintas concentraciones de cisplatino, 
arsenito y cadmio a las 24 horas de tratamiento. El porcentaje obtenido, mediante 
tinción con DAPI y recuento de células, es proporcional a la dosis del agente 
empleado. Los resultados están expresados como media ±S.D. de al menos tres 
experimentos. 
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Para estudiar la cinética de inducción de apoptosis, se han utilizado las dosis 
mínimas a las que se obtienen porcentajes de células apoptóticas, comprendido entre 
20-30%. Con las dosis seleccionadas: 200 µM de Cisplatino, 15 µM de As2O3 y 10 µM 
de CdCl2, se puede apreciar que es a partir de las 16 h cuando se hace patente la 
apoptosis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Apoptosis inducida por tratamientos de cisplatino (200 µM), arsenito 
(15 µM) y cadmio (10 µM) a los tiempos indicados. El porcentaje de apoptosis, 
obtenido mediante tinción con DAPI y recuento de células, empieza a ser significativo 
a partir de las 16 h. Los resultados están expresados como media ±S.D. de al menos 
tres experimentos. 
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3. Efecto de cisplatino en el ciclo celular 
 
Al analizar el ciclo celular en poblaciones tratadas con distintas concentraciones de 
cisplatino, se detectan células con un contenido de ADN inferior al de células en G1, 
sub-G1, que es característico de apoptosis (Figura 5). La magnitud de esta región, que 
determina el grado de fragmentación internucleosomal apoptótica del ADN, es 
dependiente de la concentración de cisplatino administrada. También se observa que 
cuando esta región alcanza ciertos niveles, comienza a aumentar, de manera muy 
tenue, la fase G2/M de células conforme aumenta la concentración de cisplatino 
utilizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Modificación del ciclo celular por cisplatino. Distribución de células NRK-
52E quiescentes, sin tratar o tratadas con las concentraciones indicadas de cisplatino 
durante 24 h, entre las distintas fases del ciclo celular, según su contenido en ADN. El 
contenido de ADN celular se determinó por citometría de flujo, a través del IP 
incorporado. 
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4. Implicación de MAP quinasas en la apoptosis inducida por cisplatino en 
células NRK-52E quiescentes 
 
4.1. Efecto de cisplatino en MAPKs 
 
Como ya se ha indicado, las MAPKs son factores esenciales en la regulación de la 
apoptosis. Pero su participación depende del agente inductor y del tipo celular 
utilizado. Para definir las rutas que median el proceso de apoptosis inducido por 
cisplatino en células NRK-52E, estudiamos la capacidad de 200µM de cisplatino para 
modular el estado de activación de p-38, ERK 1/2 y JNK MAP quinasas a través de los 
cambios observados en su estado de fosforilación. Como se muestra en la figura 6, ya 
las células control presentan ciertos niveles de MAPKs fosforiladas, y como resultado 
del tratamiento con CDDP, se aprecia un descenso de estos niveles de p38 fosforilada 
(p38-P) y en los de ERK2 (ERK2-P), sin aparente efecto sobre los de ERK1 (ERK1-P) 
y JNK (JNK-P). El descenso de p38-P y de ERK2-P fue siempre detectado a partir de 
las 3 horas del tratamiento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Efecto de cisplatino en la fosforilación de MAP quinasas. Se utilizaron 
30µg de proteína por carril, de extractos totales de células sin tratar (Cont) o tratadas 
con 200µM de cisplatino (CDDP) para determinar los niveles de p-38-P, ERK-P y JNK-
P, mediante inmunoblot a los tiempos indicados. También se trataron, las mismas 
membranas con anticuerpos que reconocen las formas totales (fosforiladas y no 
fosforiladas) de p38-tot, ERK-tot y JNK-tot, como control de carga. Se realizaron tres 
ensayos con resultados equivalentes. 
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4.2. Efecto de la inhibición de MAPKs en la apoptosis 
 
Para establecer si existe relación entre los cambios observados en estas quinasas 
y el proceso de apoptosis inducido por cisplatino en NRK-52E, se estudio la incidencia 
de inhibidores farmacológicos de estas MAPK en dicho proceso. Para ello, se 
utilizaron los inhibidores farmacológicos SB203580 (SB1) y SB220025 (SB2) (a una 
concentración de 15 y 2µM, respectivamente), específicos de p38; PD98059 (PD) y 
U0126 (U) (a 40 y 10µM respectivamente), específicos de ERKs; y SP600125 (SP) (a 
10µM), específico de JNK. Las concentraciones de inhibidores empleadas fueron 
establecidas previamente. Se observa, que los tratamientos con cada uno de los 
inhibidores resultan inocuos para las células, sin embargo, la combinación de cada 
uno de ellos con cisplatino, provoca efectos diferentes. Sólo los inhibidores SB1 y SB2 
potencian la apoptosis inducidas por cisplatino, como puede observarse en la Figura 
7A, y también SB1, potencia el efecto producido por cisplatino sobre los niveles de 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Inhibición de MAP quinasas y apoptosis inducida por cisplatino. A) 
Frecuencia de apoptosis en células sin tratar (cont) y células tratadas con 200µM de 
CDDP durante 24 horas; en estas condiciones se aplicaron 1hora antes los distintos 
inhibidores, SB203580 15µM (SB1), SB220025 2µM (SB2), PD98059 40µM (PD), 
U0126 10µM (U) y SP600125 10µM (SP). Los resultados están expresados como 
media ±S.D. de al menos tres experimentos. B) Modulación, por los correspondientes 
inhibidores, de los niveles de p38-P y de ERK-P inducidos por cisplatino: los 
inmunoblot se realizaron en las mismas condiciones que los de la Figura 6. 
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p38-P (Figura 7B). Sin embargo, aunque el inhibidor U tiene el mismo efecto sobre los 
niveles de ERK2-P que el observado con p38-P (Figura 7B), ninguno de los inhibidores 
de ERK modifican los niveles de apoptosis inducidos por cisplatino (Figura 7A). 
Finalmente, comprobamos que la inhibición de JNK no altera sustancialmente los 
niveles de apoptosis. 
 
4.3. Efecto de la modulación de p38-MAPK en apoptosis 
 
La implicación de p38-MAPK en la protección de la apoptosis inducida por 
cisplatino en células NRK-52E, fue también estudiado mediante transfecciones 
transitorias con el plásmido de expresión pCDNA3 que contiene el cDNA de 
MKK6(K82A), defectivo en la función de fosforilar a p38-MAPK, (DN), o con el cDNA 
de MKK6(Glu) que expresa constitutivamente MKK6, DP (Raingeaud y col., 1996). 
Como control de la transfección celular se ha utilizado el plasmido recombinante 
pEGFP que contiene el cDNA que expresa la proteína verde (GFP). A pesar de la baja 
eficacia de transfección (aproximadamente un 40% de células transfectadas), en 
células transfectadas con el DN se detecta un aumento de apoptosis respecto a las 
células transfectadas con el plásmido pEGFP, proporcional a la concentración de 
cisplatino (Figura 8 A). De la misma manera que en células no transfectadas, la 
presencia del inhibidor SB1 aumenta los niveles de apoptosis inducidos por cisplatino 
(Figura 8 A). En células transfectadas con el DP, se observa un descenso de la 
apoptosis respecto a las células control proporcional a la concentración de cisplatino 
(Figura 8 A). En estos experimentos la cuantificación de la apoptosis se ha realizado 
por el método colorimétrico descrito en el kit de APOPercentageTM Assay. Mediante 
“western” blot controlamos los niveles de p38-P que corresponde a cada situación 
experimental (Figura 8 B). 
 
 
5. Papel de MAP quinasas en la apoptosis inducida por  
 
5.1. Arsenito y cadmio en células NRK-52E 
 
Con el fin de contrastar si el papel mostrado por las MAPKs, en la apoptosis  
inducida en células NRK-52E, era específico del tratamiento con CDDP o también se 
podía observar con otros agentes nefrotóxicos, como As2O3 y CdCl2, se repitieron los 
experimentos en las mismas condiciones. Los resultados obtenidos en la apoptosis 
inducida por los tratamientos de estos agentes, en presencia o ausencia de los 
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inhibidores, son semejantes a los obtenidos con cisplatino, como puede apreciarse en 
la figura 9 A; los niveles de p-38-P también son modificados de la misma manera 
(Figura 9 B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Transfecciones transitorias de células NRK-52E con mutantes de 
MKK6: dominante negativo (DN) o dominante positivo (DP). A) Apoptosis inducida 
por 200 o 300 µM de cisplatino en células sin transfectar, con o sin el inhibidor SB1, y 
células transfectadas con pEGFP, MKK6 (DN) o MKK6 (DP). En este caso la 
cuantificación de los niveles de apoptosis ha sido realizada mediante el kit 
APOPercentageTM Assay. Los valores de apoptosis obtenidos con las células no 
tratadas con cisplatino (control, SB1, GFP, DN y DP), son prácticamente iguales en 
todos los casos, y se les ha asignado el valor de 1. (*, P < 0.05; **, P < 0.01). B) 
Niveles de p38 fosforilada en células NRK-52E no transfectadas, sin tratar y tratadas 
con CDDP (200 µM) ó SB1+CDDP, y transfectadas con pEGFP, DN o DP, y tratadas 
con 200 µM de cisplatino. 
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Figura 9. Inhibición de MAP quinasas y apoptosis inducida por arsenito o 
cadmio. A) Frecuencia de apoptosis en células tratadas con As2O3 o CdCl2 durante 24 
horas, o aplicando 1hora antes, los distintos inhibidores: SB203580 15µM (SB1), 
PD98059 40µM (PD) y SP600125 10µM (SP). Los resultados están expresados como 
media ±S.D. de al menos tres experimentos. B) Extractos totales de células sin tratar 
(Cont) o tratadas con 15µM de As2O3 o 10µM de CdCl2, fueron utilizadaza para 
determinar los niveles de p38-P mediante inmunoblot, a los tiempos indicados, y en las 
mismas condiciones que se describen en la Figura 6. 
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5.2. Cisplatino en células LLC-PK1, HK-2 y MDCK 
 
Considerando, como se ha comentado antes, que la participación de las MAPKs en 
apoptosis puede variar con el tipo celular, analizamos el comportamiento de p38-
MAPK en otros tipos de células renales. Examinamos el papel de esta MAPK en la 
apoptosis inducida por cisplatino, en líneas de epitelio tubular renal proximal LLC-PK1 
(cerdo), HK-2 (humano), y distal MDCK (perro) en las mismas condiciones 
experimentales. Se prepararon células quiescentes de cada tipo celular y se trataron 
con distintas concentraciones de cisplatino sólo o en presencia del inhibidor SB1 y se 
analizó su efecto en la apoptosis, como puede verse en la Figura 10 A. También se 
utilizaron extractos procedentes de estas células sometidas a las concentraciones y 
tiempos que se indican en la Figura 10 B, para detectar, por inmunoblot, la evolución 
de los niveles de p38-P con la inducción de apoptosis. Se observa la misma relación 
entre esta MAPK y la apoptosis que la definida en células de rata. 
 
5.3. Cisplatino en células NRK-52E proliferantes 
 
Para comprobar si el comportamiento observado en células quiescentes, era 
particular de este estado celular, se repitieron los mismos experimentos con células 
proliferantes. En estas células, el tratamiento con cisplatino produce el efecto contrario 
en los niveles de p38-P que el observado en células quiescentes (Figura 11 A). De la 
misma manera, la inhibición de p38 MAK por SB1 produce el efecto contrario en los 
niveles de apoptosis (Figura 11 B). También se puede apreciar que las células 
proliferantes son más sensibles al tratamiento, presentando mayor porcentaje de 
apoptosis en las mismas condiciones. 
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Figura 10. Apoptosis inducida por cisplatino en células del epitelio tubular renal 
proximal (LLC-PK1 cerdo, HK-2 humano) y distal (MDCK perro). A) Tratamientos 
de 24h con cisplatino (CDDP) sin (-)/con (+) SB1 (15µM) inducen apoptosis en las 
distintas líneas celulares de una manera dosis dependiente. B) Niveles de p38-P en 
células sin tratar (Cont) y células tratadas con las dosis de CDDP y a los tiempos 
indicados, determinados mediante inmunoblot con los anticuerpos que reconocen 
específicamente la forma fosforilada p38-P o la forma total p38-tot. 
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Figura 11. Inhibición de p38 MAP quinasa y apoptosis en células proliferantes y 
quiescentes. A) Modulación de los niveles de p38-P por SB1 en células proliferantes 
o quiescentes, tratadas con cisplatino. B) Frecuencia de apoptosis en células 
proliferantes o quiescentes sin tratar (cont), células tratadas con 200µM de CDDP 
durante 24 horas y células tratadas con CDDP + SB1. 
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6. Regulación de la apoptosis por p38-MAPK 
 
6.1. Participación de proteínas de choque térmico 
 
Se ha descrito, en muchas ocasiones, la implicación de las distintas subfamilias de 
proteínas de choque térmico en la protección frente a apoptosis inducida por distintos 
agentes. Considerando además, que la fosforilación de Hsp27 es dependiente de p38-
MAPK, sería lógico pensar que el tratamiento de las células con cisplatino tendría el 
mismo efecto sobre Hsp27 que el observado con p38-MAPK. Sin embargo, no se pudo 
detectar la presencia de Hsp27 total ni en células NRK-52E, ni en células LLC-PK1 
control o tratadas con cisplatino a tiempos diferentes, tampoco se observa la presencia 
de la proteína de choque térmico Hsp70 (Figura 12 A). Los mismos resultados fueron 
obtenidos frente a tratamientos con arsenito (Figura 12 B), pero no ocurrió lo mismo 
con cadmio (Figura 12 B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Expresión de proteínas Hsp en respuesta a distintos agentes 
citotóxicos. A) Niveles de Hsp27 y Hsp70 en 30 µg de proteínas procedentes de 
células renales de rata (NRK-52E) o cerdo (LLC-PK1), sometidas a tratamientos de 
cisplatino durante los tiempos indicados. B) Niveles de Hsp27 y Hsp70 en células 
renales de rata tratadas con cisplatino, arsenito, o cadmio, durante 24h. Como control 
positivo se han utilizado 15 µg de proteínas procedentes de células leucémicas 
promonocíticas tratadas durante 2 horas con cloruro de cadmio (200 µM). 
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6.2. Papel de las caspasas 8 y 3 
 
Las caspasas son elementos clave en la regulación de la apoptosis, participando 
tanto en etapas tempranas o iniciadoras como en etapas tardías o ejecutoras del 
proceso (Lau, 1999; Yano y col., 2007). Por este motivo quisimos comprobar el efecto 
del inhibidor de caspasas 8 (de intervención temprana) y 3 (de intervención tardía), Z-
VAD-fmk, sobre el porcentaje de células apoptóticas inducido por cisplatino. Como se 
puede apreciar en la Figura 13 A, la presencia de dicho inhibidor reduce la apoptosis 
un 75%, aproximadamente. Pero también comprobamos que la presencia del inhibidor 
específico de caspasa 8, Z-IETD, no modifica los niveles de apoptosis producidos por 
cisplatino (Figura 13 B). Estos resultados parecen indicar que la caspasa 8 no está 
involucrada en la activación de apoptosis y que la reducción observada con Z-VAD-
fmk, sólo se debe a la inhibición de caspasa 3. No se pudo determinar la cinética de 
activación de caspasa-8, ni la rotura de la pro-caspasa por inmunoblot, por este motivo 
se procedió a evaluar la presencia de la forma activa de caspasa 8 a través de su 
implicación en la rotura de la proteína Bid. Mediante la utilización de un anticuerpo, 
que sólo detecta la proteína Bid sin fragmentar, no se observó en el inmunoblot 
ninguna variación significativa en los niveles de dicha proteína a lo largo del 
tratamiento, ni tampoco en presencia del inhibidor Z-VAD-fmk (Figura 13 C).  
Cuando estudiamos la cinética de activación de caspasa 3 en las células tratadas 
respecto a las células control, observamos que ésta comienza a detectarse a partir de 
las 16h de tratamiento (Figura 13 D). Estos resultados fueron confirmados mediante el 
estudio de la cinética de rotura de la proteína quinasa δ (PKC δ) por caspasa 3 en 
células tratadas (Figura 13 E), donde se puede apreciar que el fragmento catalítico de 
41 kDa t-PKCδ (Ghayur y col., 1996) es detectado al tiempo en que se observa la 
activación de caspasa 3 (Figura 13 D). 
Para determinar la relación entre p38-MAPK y caspasa 3, estudiamos el efecto del 
inhibidor específico de esta MAPK, SB1, en la activación de caspasa 3. Comprobamos 
que la activación de caspasa 3 está bajo el control de p38-MAPK, y que el aumento de 
la apoptosis que hemos observado en presencia del inhibidor, a las 24 horas de 
tratamiento con cisplatino (Figura 7), parece deberse a que su presencia adelanta el 
proceso de activación de caspasa 3 (Figura 14 A, B). También puede observarse en la 
Figura 14 C que, ya, a las 6 horas de tratamiento, la presencia del inhibidor SB2 
potencia ligeramente, el descenso de p38-P inducido por cisplatino. Además, 
descartamos una posible regulación “feedback” de p38-MAPK por la caspasa 3 a 
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Figura 13. Participación de caspasas 8 y 3 en la apoptosis inducida por 
cisplatino en células NRK-52E. Frecuencia de células apoptóticas (teñidas con 
DAPI) en cultivos celulares sin tratar y tratados con 200µM de CDDP en ausencia o 
presencia del inhibidor de caspasas 8 y 3, Z-VAD, (A) o del inhibidor específico de 
caspasa 8, Z-IETD, en células no tratadas o tratadas con 200 o 300 µM de CDDP, (B). 
C) Inmunoblot con los niveles de proteína Bid sin fragmentar por caspasa 8: a la 
concentración de cisplatino y a los tiempos que se indican. D) Activación del substrato 
Ac-DEVD-pNA por caspasa-3 en células tratadas con 200 µM de CDDP respecto a 
células sin tratar a las que se ha dado el valor arbitrario de 1. E) Cinética de obtención 
del fragmento catalítico t-PKCδ   de 41 kDa tras la rotura de PKCδ  (70 kDa) por 
caspasa 3. 
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tiempos largos, como ha sido descrito por (Grethe y col., 2004), ya que no se observan 
modificaciones entre los niveles de p38-P correspondientes a células tratadas con 
cisplatino en ausencia o en presencia del inhibidor de caspasas Z-VAD-fmk (Figura 
14D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Relación de caspasa-3 y p38-MAPK. 
A) y B) Activación de caspasa 3 y niveles de apoptosis a los tiempos indicados en 
células tratadas con CDDP en ausencia o presencia del inhibidor SB1. C) Efecto de los 
inhibidores SB1 y SB2, en los niveles de p38-P de células tratadas con CDDP D) 
Efecto del inhibidor de caspasas, Z-VAD, en los niveles de p38-P de células tratadas 
con CDDP. Los histogramas y los inmunoblots son representativos de dos o tres 
experimentos con resultados similares. 
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6.3. Translocación de citocromo c y disipación del potencial de membrana mitocondrial 
 
La translocación de citocromo c de la mitocondria al citosol o simplemente un 
aumento de la presencia de citocromo c en el citosol por microinyección, como se ha 
descrito en células renales NRK-52E (Chang y col., 2000), se considera un factor 
imprescindible para la formación del apoptosoma y determinante en la activación de la 
caspasa 3 y otras caspasas ejecutoras de la apoptosis. Se puede observar en el 
inmunoblot de la Figura 15 A que el tratamiento con distintas dosis de cisplatino que 
inducen apoptosis en la célula, provocan una liberación de citocromo c al citosol 
proporcional a la dosis empleada. Por otro lado, observamos que es a partir de las 6 
horas de tratamiento con 200 µM de cisplatino cuando se observa la presencia de 
citocromo c en la fracción citosólica y esa presencia es mayor cuando se añade el 
inhibidor SB1, 30 minutos antes, y se mantiene durante el tratamiento con cisplatino 
(Figura 15 B.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Implicación de cisplatino en la translocación de citocromo c, y su 
modulación con inhibidores de p38-MAPK. Inmunoblot de 50µg de extractos 
citosólicos tratados con anticuerpos que reconocen citocromo c o α-tubulina (control 
de carga) muestran la acumulación de citocromo c en citosol de: A) células no tratadas 
o tratadas durante 24h con dosis crecientes de cisplatino, B) células tratadas durante 
los tiempos indicados con 200µM de cisplatino en ausencia o presencia del inhibidor 
SB1. 
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También se ha descrito que la mayoría de los agentes citotóxicos producen la 
permeabilización de la membrana mitocondrial, permitiendo la entrada de protones a la 
matriz y disipando la diferencia de potencial de la membrana mitocondrial con la 
consiguiente liberación de proteínas intramitocondriales entre las que se encuentra el 
citocromo c. Por este motivo, estudiamos posibles modificaciones de potencial de 
membrana mitocondrial (∆ψm) cuando se induce apoptosis. La disminución del 
potencial de membrana causado por cisplatino, y determinado por el descenso de 
fluorescencia derivada de la sonda rodamina123, es proporcional a la concentración 
de agente empleado (Figura 16 A). Por otra parte, estudiamos el efecto de la 
presencia del inhibidor de p38-MAPK, SB1, en el descenso del potencial de membrana 
inducido. Como se puede apreciar en la Figura 16 B, la presencia del inhibidor no tiene 
ningún efecto, por sí sólo, ni sobre el potencial de la membrana mitocondrial ni en la 
apoptosis (Figura 7A), pero en presencia de cisplatino, el inhibidor aumenta el efecto 
producido por este agente en el potencial de membrana y en los niveles de apoptosis 
(Figura 7A). También se analizó, cuándo, comienza a observarse la regulación por el 
inhibidor sobre el efecto de cisplatino en el potencial de membrana mitocondrial. 
Llevando a cabo el mismo tipo de experimento, pero a tiempos más cortos, pudimos 
comprobar que a las 3 horas de tratamiento con cisplatino no se aprecia ninguna 
variación con respecto al control, pero la presencia del inhibidor SB2, junto con 
cisplatino, produce una ligerísima disminución en el potencial de membrana (Figura 16 
C). 
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Figura 16. Efecto de cisplatino en la permeabilización de la membrana 
mitocondrial (∆ψm) y modulación con inhibidores de p38-MAPK. 
A) Los histogramas muestran la distribución de células no tratadas o tratadas con 
distintas concentraciones de cisplatino según la fluorescencia derivada de la sonda 
R123 a las 24 h de tratamiento. B) Distribución de células tratadas durante 24 h con 
200µM de cisplatino en ausencia o presencia de SB1. C) Células tratadas con 200µM 
de cisplatino en ausencia o presencia del inhibidor, SB2, durante 3 ó 6 h de 
tratamiento. 
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6.4. Implicación de proteínas de la familia Bcl-2 
 
Las proteínas de la familia Bcl-2, como ya se ha explicado con anterioridad, 
constituyen importantes factores reguladores de la muerte celular a través de la ruta 
mitocondrial. Por ello, se quiso evaluar el grado de participación de elementos 
pertenecientes a este grupo, entre los que se encuentran proteínas antiapoptóticas 
como Bcl-2 y Bcl-XL y proteínas proapoptóticas como Bax y Bid, en la apoptosis 
inducida por cisplatino. En nuestro modelo celular no detectamos la presencia de la 
proteína Bcl-2, pero sí la presencia de la proteína Bcl-XL. Como se puede apreciar en 
el inmunoblot que aparece en la Figura 17 A, estos niveles característicos de las 
células control se van reduciendo progresivamente con el tratamiento de cisplatino a lo 
largo del tiempo, alcanzando niveles casi imperceptibles a las 24 horas. Sin embargo, 
los niveles totales de la proteína proapoptótica Bax no son detectados en las células 
control, y en las células tratadas se observa un aumento progresivo a partir de las 3 
horas. La cinética de la variación de los niveles de Bax y Bcl-XL se representa en la 
Figura 17 B, donde se exponen los resultados obtenidos con la densitometría realizada 
sobre cada una de las muestras y corregida con los niveles obtenidos de α−tubulina. 
Los niveles de la proteína Bid no se modifican con el tratamiento a ninguno de los 
tiempos estudiados, como hemos mostrado en la Figura 13 C. 
La relación de p38-MAPK con los niveles de expresión de Bax y Bcl-XL se puede 
apreciar en la Figura 17 C. La presencia de uno de los inhibidores de p38-MAPK, 
potencia las variaciones inducidas por cisplatino a las 24 horas de tratamiento. 
También estimamos la influencia de este inhibidor en la translocación inducida por 
cisplatino de la proteína Bax desde el citosol a la mitocondria. Preparamos fracciones 
citosólicas de células no tratadas y tratadas con cisplatino sin y con inhibidor y 
realizamos “western” blot para analizar los niveles de la proteína Bax presentes en 
estas fracciones después de los tratamientos. Podemos apreciar en la figura 17 D uno 
de los inmunoblot realizados, donde se observa que el tratamiento con cisplatino sólo 
o con el inhibidor disminuye los niveles de proteína Bax respecto a los niveles 
observados en los extractos citosólicos de las células sin tratar. Teniendo en cuenta 
que los niveles totales de la proteína Bax que se observan a las 24 horas de 
tratamiento con SB1+ cisplatino son superiores a los obtenidos con cisplatino sólo 
(Figura 17 C), habrá tenido que movilizarse mas cantidad de proteína a las 
mitocondrias para quedar igualados en ambas fracciones citosólicas. 
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Figura 17. Variaciones de los niveles de proteínas Bax y Bcl-XL durante la 
inducción de apoptosis y su modulación con SB203580, y de la translocación de 
Bax a las 24 h de tratamientos. A) Las células se trataron con CDDP a los tiempos 
indicados, después fueron lisadas y se aplicaron 30µg de proteína por carril de 
extractos celulares, para determinar los niveles de Bax y Bcl-XL mediante inmunoblot 
(α-tubulina fue utilizada como control de carga). B) Cuantificación por densitometría de 
los niveles de expresión del inmunoblot del apartado A) y corregidos con los de α-
tubulina. C) Influencia de SB203580 en el efecto de cisplatino sobre los niveles de las 
proteínas Bax y Bcl-XL. D) Niveles de la proteína Bax en la fracción citosólica de 
células sin tratar o tratadas con CDDP o CDDP+SB1. 
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Para estimar el momento en que el inhibidor empieza a modificar los niveles de 
Bax y de Bcl-XL inducidos por cisplatino, realizamos una serie de tratamientos a los 
tiempos que se indican en la Figura 18, en ausencia o presencia del inhibidor. Se 
observa en el inmunoblot mostrado, que a partir de las 6 horas de tratamiento se 
podría establecer el inicio de la modulación por el inhibidor SB1 en todos los miembros 
de la familia Bcl2 estudiados. En el caso de la proteína Bid, apreciamos un descenso 
en los niveles de la preforma inactiva de 21 kDa al romperse para dar lugar a la forma 
activa (Figura 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Efecto de SB203580 en los niveles relativos de Bax, BclxL y Bid a 
tiempos cortos de tratamientos. Las células fueron expuestas a CDDP durante los 
tiempos indicados, y el inhibidor SB fue aplicado 30 minutos antes del tratamiento. 
Después de cada tratamiento las células fueron lisadas y se utilizaron 30µg de 
proteína por carril, de extractos celulares para determinar los niveles de Bax, Bcl-XL y 
Bid a los períodos de tiempo indicados mediante inmunoblot (α-tubulina fue utilizada 
como control de carga). 
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7. Relación de p38-MAPK con elementos de control temprano de la apoptosis 
 
7.1. Activación de la proteína p53 
 
Teniendo en cuenta que uno de los elementos relacionados con la inducción 
temprana de apoptosis celular, es la proteína p53, se quiso estudiar si la fosforilación-
activación de dicha proteína era dependiente de p38-MAPK. Para ello se realizó un 
inmunoblot con extractos celulares que habían sido tratados con cisplatino sólo o con 
el inhibidor SB a tiempos cortos. Como se aprecia en la Figura 19 no se observan 
variaciones significativas en los niveles de la forma activa de p53 en presencia del 
inhibidor, con respecto a los mostrados en su ausencia, luego la activación de p53 no 
parece estar bajo el control de esta MAPK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Efecto de SB203580 en los niveles relativos de p53-P a tiempos 
cortos. Las células fueron tratadas con 200 µM de cisplatino sólo, o con SB aplicado 
30 minutos antes del tratamiento a los tiempos indicados. En cada carril se aplicaron 
30µg de proteínas procedentes de los extractos obtenidos para determinar los niveles 
de p53-P y de p53-tot, en cada caso. 
 
7.2. Generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) 
 
Se ha sugerido que cisplatino puede generar especies reactivas de oxígeno (ROS) 
en distintos tipos celulares y ser un importante mediador en la muerte celular 
apoptótica o necrótica, además de otros muchos procesos biológicos. Por este motivo 
analizamos si durante la inducción de apoptosis se producía una acumulación 
intracelular de estos productos y su posible modulación por inhibidores de p38-MAPK, 
mediante la utilización de la sonda fluorescente H2DCF-DA. Los niveles observados de 
ROS durante la etapa temprana donde se decide el inicio del proceso, no parecen 
modificarse por el tratamiento con cisplatino y tampoco la presencia de los inhibidores 
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SB1 o SB2, parecen mostrar un comportamiento claro en este sentido (Figura 20). 
Para contrastar estos resultados, estudiamos el efecto causado por la presencia de 
determinados antioxidantes en la apoptosis inducida por cisplatino. Utilizamos 
butilhidroxianisol (BHA), que es un antioxidante fenólico inespecífico, catalasa que es 
un antioxidante específico frente a H2O2  y no se utilizó N-acetilcisteína (NAC) porque 
los grupos SH de esta molécula antioxidante tienen gran afinidad por cisplatino y eso 
invalidaría su función como antioxidante. Se puede observar en la Figura 21 que la 
presencia de BHA solo atenúa la apoptosis inducida por concentraciones más altas de 
cisplatino que las que utilizamos en nuestros experimentos, donde ya la apoptosis esta 
más avanzada y las células mueren por necrosis. La presencia de catalasa no parece 
modificar los niveles de apoptosis a ninguna de las concentraciones probadas. Por 
tanto, estos resultados confirmarían que durante la inducción de apoptosis no se 
modifican los niveles de ROS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Niveles relativos de ROS en apoptosis inducida por cisplatino. Los 
niveles de ROS en células tratadas, medidos con la sonda fluorescente H2DCF-DA, se 
ha referido a los de las células sin tratar a las que se ha dado el valor arbitrario de 1. 
Las células fueron tratadas con 200 µM de cisplatino sólo, o con SB1 o SB2 aplicado 
30 minutos antes del tratamiento. 
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Figura 21. Efecto de antioxidantes en la apoptosis inducida por cisplatino. 
Frecuencia de apoptosis en células NRK-52E tratadas por 24 horas con las dosis de 
cisplatino indicadas y células que además han sido pretratadas una hora con BHA 
(200µM) o catalasa (500U/ml). 
 
7.3. Contenido de GSH 
 
Se ha descrito que la resistencia que presentan algunas células a la toxicidad de 
cisplatino está relacionada con un incremento intracelular del contenido de GSH, 
mientras que un descenso de dichos niveles puede tener el efecto contrario (Zhang y 
col., 2001; Mansouri y col., 2003). Además se ha demostrado recientemente que el 
contenido de GSH puede estar bajo el control de proteínas quinasas. Por esta razón, 
se llevaron a cabo experimentos para determinar los niveles de GSH intracelular en 
células NRK-52E sometidas a distintas condiciones de tratamiento. Como se puede 
apreciar en la Figura 22 A, la presencia del inhibidor de p38-MAPK junto con 
cisplatino, disminuye rápidamente (a las 6h de tratamiento) los niveles de GSH, pero 
no tiene ningún efecto cuando se administra sólo. La bajada de los niveles de GSH, 
provocada por la presencia de CDDP + SB, va acompañada de un aumento en la 
toxicidad inducida por cisplatino, pero no tiene ningún efecto cuando se suministra en 
ausencia de cisplatino (Figura 14B). Para corroborar el efecto producido por el 
contenido de GSH intracelular en la toxicidad inducida por cisplatino, se realizaron 
ensayos con BSO, un inhibidor específico de la síntesis de GSH (γ-glutamilcisteína 
sintetasa) (Griffith, 1982). Se observa que el descenso progresivo de los niveles de 
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GSH inducidos por la presencia del inhibidor BSO, no tiene efectos tóxicos en las 
células, pero la presencia de cisplatino potencia el descenso de GSH producido por 
BSO y de la misma forma la apoptosis (Figura 22 B). Considerados juntos estos 
resultados sugieren que la presencia del inhibidor de p38-MAPK potencia la apoptosis 
provocada por cisplatino mediante un descenso temprano de GSH intracelular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Regulación por p38-MAPK de la apoptosis inducida por cisplatino a 
través del contenido de glutation (GSH). A) Contenido relativo de GSH tras los 
tiempos indicados, en células NRK-52E incubadas con 200µM de cisplatino, en 
ausencia o presencia del inhibidor de p38-MAPK. B) Contenido relativo de GSH, tras 
16 horas de tratamiento, en células NRK-52E incubadas con 1mM de BSO, en 
ausencia o presencia de cisplatino; frecuencia de apoptosis en células tratadas con 
BSO en ausencia o en presencia de 200µM de cisplatino durante 24 horas. Los 
resultados representan la media ±S.D. de tres ensayos diferentes. 
(*, P < 0.05; **, P < 0.01). 
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La modulación de los niveles de GSH, por la presencia de los inhibidores SB o 
BSO, que presentan estas células cuando son tratadas con arsenito o cloruro de 
cadmio, responde al mismo patrón de comportamiento que en el caso del tratamiento 
con cisplatino en que observamos una relación inversa entre niveles de GSH y 
toxicidad celular (Figura 23 y 9A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Modificación del contenido de glutation (GSH) celular, por la 
presencia de los inhibidores SB1 o BSO con arsenito o cadmio. A) Contenido 
relativo de GSH tras 16h de tratamiento con 15µM de As2O3 o 10µM de CdCl2 en 
ausencia o en presencia de los inhibidores SB1 o BSO en células NRK-52E. Los 
resultados representan la media ±S.D. de tres ensayos diferentes.  
 
7.4. Contenido intracelular de platino y platinación del ADN 
 
Teniendo en cuenta la capacidad destoxificante de glutation para proteger las 
células, un aumento de la cantidad de cisplatino, provocaría un consumo mayor de 
GSH. Además, ya se ha establecido la implicación de proteínas quinasas en el 
transporte de drogas. En nuestro caso, habiendo descartado la producción de 
peróxidos, la única causa del descenso de glutation podría ser un aumento en la 
cantidad de cisplatino acumulada cuando añadimos el inhibidor de p38-MAPK junto 
con cisplatino. Ese aumento de la droga en las células produciría una movilización 
más rápida hacia el núcleo y su unión al DNA desencadenando el proceso apoptótico. 
Para confirmar esta hipótesis, se han llevado a cabo experimentos para medir el 
contenido intracelular de cisplatino en ausencia o en presencia del inhibidor SB. Los 
resultados obtenidos indican que el cotratamiento con el inhibidor SB203580 provoca 
un progresivo incremento en la acumulación de platino dentro de la célula, detectado a 
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partir de las 6 horas de tratamiento (Figura 24 A.). La platinación del ADN parece 
ocurrir de forma rápida ya que a las 6 h ya presenta valores próximos a la saturación 
(Figura 24 B.). Estos datos sugieren que la inhibición de p38-MAPK potencia la 
toxicidad inducida por cisplatino en la célula tubular renal mediante el aumento de la 
unión de cisplatino al ADN, lo cual podría ser explicado en parte por la acumulación 
intracelular del nefrotóxico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Contenido intracelular de platino y platinación del ADN. La medida se 
realizó mediante la técnica de TXRF en muestras obtenidas a partir de células NRK-
52E tratadas durante los tiempos indicados con 200µM de cisplatino. A) Valores de 
platino intracelular relativos a las células sin tratar en ausencia o presencia de 
SB203580. B) La platinación del ADN en ausencia o presencia de SB203580 se 
expresa en ngPt/µg ADN. Los resultados obtenidos representan la media de dos 
experimentos ±S.D. 
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DISCUSIÓN 
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1. Análisis de las condiciones experimentales  
 
La caracterización de factores que regulan la nefrotoxicidad inducida por 
tratamientos de quimioterapia, ha sido objeto de múltiples estudio, y ha llevado al 
conocimiento de los procesos que definen la muerte celular. Las células pueden 
experimentar muerte programada o apoptosis y/o muerte por necrosis, dependiendo 
de la intensidad del daño (Lieberthal y col., 1998). La apoptosis, también aparece para 
controlar la nueva producción celular (Ortiz y col., 1996) requerida cuando el daño es 
importante y se necesita regenerar y remodelar el tejido del túbulo renal afectado, 
(Lieberthal y Levine, 1996; Lieberthal y col., 1996; Sheridan y Bonventre, 2000). Las 
nuevas células pueden ser más sensibles al déficit en factores de supervivencia, 
contribuyendo a la persistencia o retraso en la recuperación del daño renal. Teniendo 
en cuenta estas consideraciones, optamos por estudiar los mecanismos que controlan 
la apoptosis en un modelo de células renales en estado quiescente, para descartar 
posibles interferencias con señalizaciones de la proliferación celular, y por ser el 
estado en que se encuentran las células que forman los tejidos. Observamos que 
estas células son más resistentes al tratamiento que las células proliferantes: mientras 
que en células confluentes en un 80% se obtenía alrededor de un 30-40% de células 
apoptóticas, con dosis de 200 µM de cisplatino durante 24 h, en células quiescentes y 
en las mismas condiciones se podía apreciar la mitad de apoptosis. Concentraciones 
superiores a los 200µM producen un aumento progresivo de la tasa de células 
apoptóticas, pero también, la aparición de necrosis celular. Otros autores utilizan dosis 
mas bajas durante tiempos de exposición más largos (Lieberthal y col., 1996; Lau, 
1999; Cummings y Schnellmann, 2002; Park y col., 2002). La sensibilidad que 
observamos en las células NRK-52E también variaba con el tipo de agente utilizado. 
De este modo, dosis de arsenito (15 µM) o cadmio (10 µM) utilizadas para inducir la 
misma tasa de apoptosis que cisplatino son 10 o 20 veces más bajas. Peraza (2006) 
emplea concentraciones inferiores a 10 µM de arsenito en otro tipo de células de 
epitelio proximal (HK-2) para inducir apoptosis. Considerando que la sensibilidad para 
el mismo agente varía con el tipo celular, estudiamos la apoptosis inducida por 
distintas concentraciones de cisplatino, en diferentes líneas celulares. Observamos 
que las células de rata, NRK-52E, y las de cerdo, LLC-PK1, presentan la misma 
sensibilidad frente al cisplatino, sin embargo, las humanas, HK2, y las distales de 
perro, MDCK, son inducidas a apoptosis con concentraciones mucho más bajas. 
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2. Elementos implicados en el proceso 
 
Determinaciones preliminares realizadas en células NRK-52E, no pudieron 
demostrar atenuación del proceso apoptótico tras el empleo del inhibidor específico de 
caspasa-8 (z-IETD-fmk), ni la rotura de la proteína Bid por caspasa 8. Aunque estos 
resultados son consistentes con los obtenidos por Park (2002) en células LLC-PK1, 
una posible y adicional contribución de la ruta extrínseca no debería ser totalmente 
excluida si tenemos en cuenta publicaciones más recientes donde se observa 
activación de la caspasa-8 inducida por cisplatino en células NRK-52E y LLC-PK1 
(Park y col., 2002; Tsuruya y col., 2003; Yano y col., 2007). 
En los estudios realizados de la ruta intrínseca, observamos que el cisplatino 
causa una disfunción mitocondrial, como indica la reducción del potencial de 
membrana (∆ψm), y la activación de la ruta mitocondrial como consecuencia del 
descenso de los niveles de expresión de Bcl-XL y un aumento correlativo de los de 
Bax, así como la liberación de citocromo c de la mitocondria al citosol. El descenso en 
la relación Bcl2/Bax y/o Bcl-XL/Bax, ha sido descrito como causa que determina la 
inducción de apoptosis en células renales (Ortiz y col., 2000) y otros autores. En 
nuestro modelo celular no se detectó la presencia de proteína Bcl2, aunque existen 
trabajos en células NRK-52E en los que sí se detectan niveles basales de dicha 
proteína (Lee y col., 2001). Aún así, en diferentes circunstancias, las funciones de 
supervivencia de Bcl-2 pueden ser suplidas por otra proteína antiapoptótica, Bcl-XL, 
(Oltvai y Korsmeyer, 1994; Chao y col., 1995). Por tanto, en nuestra situación, la 
proteína Bcl-XL pasaría a ser la única o principal proteína de la familia Bcl2, que asume 
el papel protector frente al papel proapoptótico de Bax. 
En la liberación de citocromo c, pueden coexistir múltiples mecanismos dentro del 
mismo modelo celular. Así, la liberación del citocromo c inducida por bajas dosis de 
arsenito (50 µM), en fibroblastos embrionarios de ratones, era dependiente de 
Bax/Bak, ya que cuando se utilizaban estas mismas células procedentes de ratones 
knockout en Bax/Bak se bloqueaba el proceso. Sin embargo, a altas concentraciones 
de arsenito (alrededor de 200 µM) la liberación de citocromo c fue causada por un 
efecto directo del tóxico sobre la mitocondria dando lugar a la inducción del poro de 
transición mitocondrial (MTP), lo cual ocurre de similar manera en ambos tipos de 
células: salvajes y carentes de Bax y Bak (Bustamante y col., 2005). Se ha descrito 
que el cisplatino se puede unir a los fosfolípidos de membrana causando 
perturbaciones en la estructura de la doble capa, lo que podría afectar a su 
funcionalidad (Speelmans y col., 1997; Suwalsky y col., 2000), siendo un efecto directo 
del cisplatino sobre la mitocondria y como consecuencia sobre el descenso del ∆ψm. 
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Se ha sugerido que, en la apoptosis, la liberación del citocromo c ocurre en un proceso 
con dos etapas y esto podría explicar el efecto protector de muchas enzimas 
mitocondriales antioxidantes (Gogvadze y col., 2006). La simple permeabilización de la 
membrana mitocondrial externa por Bax oligomerizado, no sería suficiente para la 
liberación del citocromo c, siendo la peroxidación de la cardiolipina el paso esencial 
para mobilizar al citocromo c desde la membrana mitocondrial interna (Ott y col., 
2002), y para activar la cascada de caspasas que terminarían el proceso (Petrosillo y 
col., 2001). 
Las caspasas son los principales ejecutores de la ruta apoptótica, siendo la 
caspasa-3 el principal mediador, por lo que su activación representa un punto clave en 
la transmisión del programa apoptótico (Hirata y col., 1998). La caspasa 3 activa, tiene 
varias dianas que incluyen la isoforma δ de la proteína quinasa C (PKC-δ) la cual 
realiza un papel primordial en la degradación de los componentes celulares y su 
empaquetamiento en vesículas. Durante la apoptosis, PKC-δ es rota por la caspasa-3 
dando lugar a un fragmento catalítico que transfectado a las células es suficiente para 
inducir apoptosis (Deacon y col., 1997; Li y col., 1999a; Majumder y col., 2000; 
Denning y col., 2002). Estas son las razones por las que la activación de caspasa-3 y 
la detección del fragmento catalítico de PKC-δ se utilizan habitualmente como 
indicadores de inducción de apoptosis. En la apoptosis inducida por cisplatino, en 
nuestro modelo de células NRK-52E, hemos visto que el aumento en la actividad 
caspasa 3 y la aparición del fragmento catalítico de PKC-δ coinciden con el aumento 
del porcentaje de células apoptóticas. También hemos comprobado que la presencia 
del inhibidor z-VAD-fmk de caspasa 3 reduce un 75% el porcentaje de apoptosis 
inducido por cisplatino. 
 
3. Regulación por p38-MAPK 
 
La importancia de la activación de MAP quinasas en respuesta al tratamiento con 
cisplatino, y el desarrollo de resistencias a la droga antitumoral han ido aumentando en 
los últimos años. Actualmente se considera, que la activación de MAPKs es uno de los 
componentes mayoritarios que deciden el destino celular en respuesta al cisplatino u 
otros agentes citotóxicos. Sin embargo, establecer el papel de estas proteínas es 
complejo, ya que como se ha descrito con ERK y JNK, pueden estar implicadas tanto 
en la muerte como en la supervivencia celular, según el tipo celular y las condiciones 
experimentales, mientras que la activación de p38-MAPK por cisplatino se ha 
relacionado más con muerte celular (Brozovic y Osmak, 2007). Como se ha visto en 
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algunos modelos de células de túbulo renal, cisplatino causa activación de p38-MAPK 
(Arany y col., 2004; Ramesh y Brian Reeves, 2006), y su inhibición atenúa la necrosis 
inducida en ratón (Ramesh 2005). No obstante, nuestros resultados en células 
quiescentes renales de rata (NRK-52E), indican que cuando cisplatino induce 
apoptosis, disminuyen los niveles de la forma activa de ERK2 y de p38 sin modificar 
los de JNK. Por otro lado, cuando se inhibía la activación de ERK o JNK, no se 
modificaban los niveles detectados de apoptosis, pero si se modificaban cuando se 
inhibía la activación de p38. Los resultados obtenidos descartan una posible relación 
de ERK o JNK con el proceso de apoptosis, y apuntan la posibilidad de que p38 pueda 
controlarlo negativamente, ya que su inhibición acelera el proceso. 
Confirmamos que la desfosforilación de p38-P, que precede la ejecución de la 
apoptosis, era reforzada con cotratamientos con sus inhibidores; también observamos 
en células transfectadas con el dominante negativo de MKK6 (no fosforílan p38-
MAPK), el mismo efecto sobre la apoptosis. Sin embargo en células transfectadas con 
el dominante positivo de MKK6 (fosforilan p38-MAPK), observamos el efecto contrario. 
Esta relación inversa entre la activación de p38-MAPK y la inducción de apoptosis 
por cisplatino en células NRK-52E de rata, también era observada en células renales 
de cerdo, mono, o humanas sometidas a las mismas condiciones experimentales. La 
inducción de apoptosis en células NRK-52E con otros agentes nefrotóxicos como 
arsenito o cadmio, causa una respuesta similar a la obtenida con cisplatino. Además, 
estudiamos que este comportamiento inusual de p38-MAPK, está relacionado con las 
condiciones experimentales, ya que en células NRK-52E proliferantes, el efecto del 
cisplatino es el contrario al estudiado en células quiescentes: la activación de p38-
MAPK guarda una relación directa con la inducción de apoptosis, y la presencia del 
inhibidor de p38-MAPK disminuye la apoptosis celular. En cualquier caso, y hasta 
donde conocemos, es la primera vez que se describe una relación inversa entre la 
activación de p38-MAPK y la inducción de apoptosis por cisplatino en células de túbulo 
renal. 
Teniendo en cuenta que la proteína de choque térmico Hsp 27 es substrato de p38 
MAPK, se quiso contrastar si se modula de la misma manera cuando cisplatino induce 
apoptosis. Pero no se detectó la presencia de esta proteína, ni la de la proteína Hsp70 
cuando tratamos células NRK-52E o LLC-PK1 con cisplatino o arsenito, pero no 
ocurría lo mismo con el tratamiento de cadmio. La expresión de Hsp27 ha sido 
estudiada por Bonham (2003) en células LLC-PK1 y MDCK como respuesta a una 
exposición prolongada a cadmio, observando un aumento en los niveles de expresión 
dependiente de la concentración. Sin embargo, un aumento de Hsp70 sólo se detectó 
a las concentraciones en las que se detecta muerte celular. Por otro lado, los 
                                                                                                               Discusión 
 - 91 -
resultados obtenidos por Leitao (2003) en células LLC-PK1, en condiciones de 
inducción de muerte celular, no muestran cambios en los niveles de expresión de la 
forma inducible de Hsp70 pero sí en los niveles de ARNm. También se ha demostrado 
que el cisplatino puede bloquear la síntesis de proteínas por distintos mecanismos, 
incluyendo la interacción con el ARNm (Rosenberg y Sato, 1993) previniendo su 
traducción, reaccionando con los grupos sulfidrilos de las proteínas (Chu, 1994) o 
inhibiendo la elongación polipeptídica (Heminger y col., 1997; Ljungman y col., 1999). 
Todo esto explicaría los resultados obtenidos con cisplatino en células NRK-52E y 
células LLC-PK1. Sin embargo, en otros tipos de células tumorales o normales, se ha 
descrito una inducción de Hsp70 tras el tratamiento de cisplatino. (Abe y col., 1999; 
Brozovic y col., 2001; Yamamoto y col., 2001; Jakubowicz-Gil y col., 2002; Ramirez-
Camacho y col., 2007). 
Para determinar qué elementos de la ruta intrínseca de la apoptosis, se encuentran 
bajo el control de p38-MAPK, estudiamos la incidencia de su inhibición sobre ellos. La 
inhibición de p38-MAPK acelera la apoptosis a través de eventos, tales, como la 
pérdida de ∆ψm, salida de citocromo c de la mitocondria, disminución de los niveles de 
Bcl-XL, aumento de los de Bax, y rotura/activación de Bid. Bax es un sustrato de p38-
MAPK, y por tanto esta quinasa ha sido involucrada en la regulación de la activación y 
translocación de Bax a la mitocondria en varios modelos celulares, entre los que se 
encuentran las células de túbulo proximal renal LLC-PK1 (Kim y col., 2006). Nosotros 
pudimos ver que la inhibición de p38 no solo aumenta los niveles de Bax, también 
parece facilitar la translocación de esta proteína a la mitocondria ya que se acelera su 
desaparición de la fracción citosólica. 
Después de la exposición del ADN al daño, o bajo condiciones de estrés, las 
células muestran un rápido incremento en los niveles de expresión de p53 como 
consecuencia de su estabilización mediante modificaciones post-transcripcionales 
(Laptenko y Prives, 2006). Se piensa que la activación de p53 juega un papel 
importante en la nefrotoxicidad inducida por cadmio por arresto en la progresión del 
ciclo celular (Xie y Shaikh, 2006). El arresto del ciclo celular dependiente de p53 se ha 
observado también en la exposición a arsenito (Liu y col., 2003). El estrés oxidativo 
provoca la activación de WAF1/p1, una diana controlada por p53 y el arresto del ciclo 
celular (Clement y col., 2001; Kwon y Rho, 2003; Xie y Shaikh, 2006). También varios 
metales activan factores de transcripción, incluido p53, a través del estrés oxidativo 
(Valko y col., 2005). Aunque el cadmio puede que no genere especies reactivas de 
oxígeno directamente, puede disminuir los niveles de glutation endógenos, inhibir la 
cadena de transporte electrónico y provocar de esta manera la acumulación de 
radicales superóxidos (Stohs y Bagchi, 1995; O'Brien y Salacinski, 1998; Robertson y 
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Orrenius, 2000). El cadmio puede causar peroxidación lipídica en algunos tipos 
celulares e incrementar los niveles de peróxido de hidrógeno (Koizumi y col., 1996; 
Szuster-Ciesielska y col., 2000; Ercal y col., 2001). También se produce peróxido de 
hidrógeno tras la exposición de cadmio en células NRK-52E, de esta manera el estrés 
oxidativo podría ser uno de los mecanismos responsables para la activación p53 e 
inducción de WAF/p21 por cadmio (Xie y Shaikh, 2006). Bragado (2007) demuestra la 
necesidad de la generación de ROS mediada por p53 para activar p38 MAPK como 
algo esencial en la inducción de apoptosis por cisplatino en células HCT116 de 
carcinoma de colon. (Yano y col., 2007) describen en células del túbulo renal LLC-PK1 
donde se ha inducido nefrotoxicidad con cisplatino, que p53 media la activación de 
caspasa 2, 8, y 3 relacionadas con apoptosis, mientras que la generación de especies 
reactivas de oxígeno estaría mayormente implicada en la necrosis. El estrés oxidativo 
aumentaría la fosforilación de p38 MAPK, y consecuentemente estimularía la 
producción de TNF-α, lo cual provocaría necrosis tubular (Mishima y col., 2006). La 
fosforilación en diferentes residuos de serina/treonina es un paso clave en la 
regulación de p53 en repuesta a una gran variedad de estímulos. Entre las diferentes 
quinasas capaces de fosforilar p53, p38 MAPK parece liderar la activación de p53, 
implicándose en la respuesta apoptótica (Huang y col., 1999; Sanchez-Prieto y col., 
2000; Perfettini y col., 2005). El estudio de la activación de p53, generación de ROS y 
su relación con p38 MAPK en nuestro modelo celular nos muestra otros resultados, no 
observando ni modulación de p53 ni de ROS tras el tratamiento con cisplatino y un 
inhibidor de p38-MAPK. Se ha descrito que el tratamiento con níquel, en células NRK-
52E, (Tsuruya y col.) provoca el descenso de la expresión de proteína Bcl2 sin efecto 
sobre la expresión de la proteína p53. Las observaciones de ese estudio indican que el 
arresto de ciclo celular en G2/M ocurre a través de una ruta independiente de p53 y 
que el acetato de níquel activaría directamente la ruta de señalización mediada por 
Bcl2 (Lee y col., 2001), por lo que sería posible que nuestra respuesta fuese 
dependiente de las condiciones de experimentación que provocan daño leve en las 
células. 
Recientemente se ha descrito que el inhibidor específico de p38-MAPK, 
SB203580, no afecta a la entrada de cisplatino en células inmortalizadas de túbulo 
proximal de ratón TKPS (Ramesh y Reeves, 2005). Sin embargo, nuestro trabajo 
muestra que el cotratamiento con SB203580, aumenta la acumulación intracelular de 
cisplatino y la unión a ADN en células NRK-52E confluentes, una respuesta que podría 
explicar en parte el aumento de la apoptosis provocada por la inhibición de la quinasa. 
A la vista de todos estos resultados podemos concluir, razonadamente, que p38 
regula, sobretodo, el transporte de cisplatino dentro y fuera de la célula; la 
                                                                                                               Discusión 
 - 93 -
identificación de la diana exacta de esta regulación es una tarea difícil, debido a la 
gran complejidad y al desconocimiento de la maquinaria de importación/exportación 
del cisplatino (Siddik, 2003). 
Una posible explicación a esta acumulación de cisplatino es que fuese la 
consecuencia de una deficiente destoxificación por glutation. Generalmente, GSH es 
un factor esencial, y probablemente un factor limitante, en la maquinaria de 
destoxificación basada en el glutation (Zhang y col., 2001), un proceso que involucra la 
formación de conjugados de GSH/cisplatino y su extrusión de la célula por la proteína 
asociada a la resistencia a drogas (MRP). Apoyándonos en esta posibilidad, nuestros 
experimentos con SB203580 provocaban un descenso en el contenido intracelular de 
GSH, y que GSH regula la toxicidad del cisplatino, como demuestra el aumento de la 
apoptosis inducida por cisplatino en células cotratadas con BSO. Aunque esto no 
excluye que la proteína quinasa pueda también regular directamente, el transporte por 
mecanismos independientes de GSH: la activación de PKC por ésteres de forbol, 
potencia la acumulación de cisplatino en células HeLa estimulando la tasa de entrada 
de la droga (Basu y Evans, 1994). Además, el hecho de que en nuestros 
experimentos, el aumento de la platinación del ADN sea más alto que el aumento en el 
contenido intracelular de platino, sugiere que p38 podría directamente regular la 
formación de aductos de cisplatino-ADN, independientemente de la disponibilidad de 
la droga. 
En resumen, el estudio presente indica que el cisplatino regula a la baja la 
activación/ fosforilación de p38 en células quiescentes, confluentes/privadas de suero, 
de epitelio tubular renal, lo cual podría explicar, al menos en parte, la apotosis inducida 
en este modelo celular. La bajada de los niveles de glutation, y el aumento de 
cisplatino acumulado por la célula y el unido a ADN, podría explicar esta inusual 
acción regulatoria de p38-MAPK. 
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? El porcentaje de apoptosis inducido en células NRK-52E quiescentes (más 
resistentes al tratamiento que las células en crecimiento exponencial), es 
dependiente de la concentración de cisplatino, arsenito o cadmio utilizado, y es 
alrededor de las 16 h cuando se hace patente el proceso. 
 
? p38-MAPK regula negativamente, el proceso de apoptosis inducido por 
cisplatino en células quiescentes de epitelio proximal de rata (NRK-52E), cerdo 
(LLC-PK1), humanas (HK-2), y distal de perro (MDCK).  
 
? p38-MAPK regula la apoptosis inducida por As2O3 o CdCl2, de la misma 
manera que cisplatino, en células NRK-52E quiescentes.  
 
? Sin embargo, p38-MAPK regula positivamente la apoptosis inducida por 
cisplatino en células proliferantes. 
 
? La modulación por p38-MAPK precede la ejecución de la apoptosis, y su 
inhibición acelera el proceso a través de la ruta mitocondrial: disipación del 
potencial de membrana mitocondrial y salida de citocromo c, bajada de los 
niveles de Bcl-XL, subida de los de Bax, y activación de Bid. 
 
? La inhibición de p38-MAPK potencia la apoptosis inducida por cisplatino al 
disminuir la destoxificación celular debido al descenso de los niveles de 
glutation que provoca un aumento en la acumulación del tóxico y en su unión al 
ADN. 
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